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I] a été montré que les molécules organiques de faible poids 
moléculaire peuvent se comporter comme de véritables antigénes, 
si le mode de préparation de l’animal est adapté a la solubilité 
et a la diffusibilité particuliéres a ces petites molécules. En réali- 
sant une sorte d’inondation continue de l’organisme par un grand 
nombre d’injections préparantes, il apparait sur les globulines une 
adaptation spécifique 4 la molécule antigénique, adaptation qui 
refléte éltroitement les propriétés des anticorps [4]. 

S’il était possible de préparer, par cette méthode d’injections 
massives, un sérum capable de protéger |’animal contre une molé- 
cule toxique — la strychnine par exemple —, l’expérience appor- 
terait la preuve formelle du pouvoir antigénique des petites molé- 
cules et de l’existence des anticorps correspondants. La toxicité 
de la strychnine ne permet pas de réaliser l’expérience sous cette 
forme ; mais il est facile de préparer in vifro un tel anticorps 
strychnique. 

(*) Manuscrit recu le 27 février 1958. 


Annales de UInstitut Pasteur, 95, n° 1, 1958. 1 


2 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


I. — HyroTHisE DE TRAVAIL. 


Dans l’organisme, l’adaptation spécifique d’une globuline a un 
antigéne — c’est-a-dire la formation de l’anticorps — résulte d’une 
déformation de la synthése en faveur de cet antigéne. Par un 
mécanisme tout différent, l’adaptation spécifique d’un protéide 
quelconque peut étre réalisée au cours de sa dénaturation : i 
suffit d’orienter spécifiquement cette dénaturation en faveur de 
Pantigéne. 

Pour trouver l’origine de cette adaptation artificielle, il suffit 
d’examiner le comportement des constituants en présence. 


1° Le protéide en solution pure. — En Vabsence de tout anti- 
eéne et en solution pure, le type d’un protéide correspond a une 
certaine distribution spatiale d’un certain nombre de groupes 
dissociés. Chacun de ces groupes définit la présence d’une charge 
électrique ponctuelle, positive ou négative. Ces groupes dissociés 
oceupent, dans la structure de la molécule, une position caracté- 
ristique. Mais il s’agit d’une position moyenne autour de laquelle 
le groupe considéré subit des déplacements incessants (rotations 
el vibrations). Il en résulte, pour ce protéide, un certain degré 
de malléabilité et une aptitude 4 répondre aux influences exté- 
rieures par des remaniements secondaires. 


2° L’antigéne en solution pure. — Pour un antigéne de faible 
poids moléculaire — les seuls qui sont considérés ici —, l’aspect 
général reste identique 4 ce qui vient d’étre considéré pour ie 
protéide. De plus, la molécule peut présenter des points singu- 
hers, correspondants 4 des heux d’accumulation des électrons :, 
et ces points singuliers vont également intervenir, quand la molé- 
cule-antigéne sera en présence du protéide. 


3° Le mélange du protéide et de l’antigéne dans des conditions 
guelconques. — Si l’on mélange maintenant les deux molécules 
précédentes, trois éventualités sont A envisager : 

a) Les groupes dissociés du protéide, de signes opposés A ceux 
de l’antigéne, forment une combinaison polaire avec cet antigéne ; 
un certain nombre de ces groupes — et nécessairement l’un d’entre 
eux au minimum — se trouvent placés d’emblée dans le rayon 
d’action moléculaire (5 A); d’autres groupes deviennent suscep- 
tibles de remphr cette condition au cours de leurs vibrations 
autour de leurs positions moyennes. 

b) Les groupes de méme signe sont antagonistes A cette combi- 
naison. 

¢) Un nombre important de groupes, placés en dehors du rayon 
d’action moléculaire, restent indifférents. Le mélange du protéide 
et de Vantigéne se trouve ainsi soumis & un ensemble d’attrac- 
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lions (groupes favorables) et de répulsions (groupes antagonistes), 
si bien qu’a l’état statique aucune modification ne se produit. 


4° Le mélange du protéide et de l’antigéne en présence d'une 
contrainte eatérieure. — Mais si une «contrainte » extérieure 
intervient (alcalinisation du milieu (1), agitation violente qui mul- 
tiphe le contact entre les molécules), le systeme évolue vers son 
minimum d’énergie potentielle, en augmentant les groupes favo- 
rables par une orientation particuli¢re des groupes (a) et par 
l’élimination des groupes antagonistes (b), lesquels peuvent dis- 
paraitre du champ d’action moléculaire en occupant une position 
particuhére dans le champ de leurs vibrations. Cette « déforma- 
tion » du protéide lui confére un certain degré d’adaptation spéci- 
fique a lantigene. Cette adaptation spécifique, qui définit lappa- 
rition d’une fonction-anticorps, résulte ainsi de la_ stabilisation 
du protéide sur un point d’équilibre, indifférent parmi toutes 
les positions moyennes possibles, mais adapté spécifiquement 
a lantigene. 

A ce moment, le protéide est étroitement accolé a l’antigéne : 
il suffit d’éliminer cet antigéne, pour que le protéide modifié 
devienne capable de répéter cette combinaison en présence d’un 
nouvel apport d’antigéne. I] en résulte qu’injecté a un animal, le 
protéide ainsi modifié peut s’ opposer aux effets toxiques de 
Vantigéne (la strychnine par exemple, si l’antigéne précédent est 
constitué par la strychnine), en se comportant dans l’organisme 
comme un anticorps, sous la condition d’éltre présent dans la 
circulation sanguine au moment de l’introduction de la strychnine. 

Quelle que soit la valeur de cette hypothése, voici comment 
Vovalbumine peut étre transformée in vitro en un pseudo-anti- 
corps strychnique actif sur l’animal. 


Il. — PRePARATION DU PSEUDO-ANTICORPS STRYCHNIQUE. 


100 cm? de blanc d’ceuf, fraichement séparé de lceuf, sont 
introduits dans un « mixer », muni d’un agitateur a palettes 
tournant a 12 000 tours/minute. On ajoute 500 mg de sulfate de 
strychnine finement pulvérisé et on améne le pH a 10 par addition 
de soude. Le mélange est agité 4 grande vitesse pendant quatre 
minutes, puis centrifugé, de facon a éliminer la mousse formée 
au cours de l’agitation. 

La solution est soumise aux ullra-sons pendant soixante 
secondes, dans les conditions suivantes. Le générateur est cons- 
titué par un disque de quartz, de 58 mm de diameétre et de 


(1). Par simple alcalinisation, L. Pauling et D. H. Campbell (J. exp. 
Med., 1942, 76, 211) admettent la formation d’un anticorps par le 
déroulement de la chdaine polypeptidique et son adaptation a l’anti- 


gene, mais avec un degré peu élevé de spécificité. 


4 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


3,87 mm d’épaisseur, lequel sépare une cuve en deux compar- 
timents : la partie supérieure, remplie d’une solution de Na(i 
4 7 p. 1000, est reliée a la terre. C’est dans cette solution que 
l'on dispose un tube cylindrique, ouvert 4 son extrémité supé- 
rieure et dont le bas est fermé par une mince feuille de cello- 
phane. La solution d’ovalbumine et de strychnine est introduite 
dans ce tube. Pour assurer le refroidissement, on fait circuler 
de l’eau dans la paroi de l’appareil. Le compartiment inférieur, 
rempli de pétrole, recoit l’électrode active, qui excite le quartz 


TasLeau I. 


Injection sous—cutanée 
de strychnine 


Peids du rat (Poids injecté) 

Amimaux—Témoins ,non—-traités 
LSS gs. 0,52 me. Mort aprés 6 min. 
130 O52 Mort aprés II min. 
168 0,67 Mort aprés 6 mim.30 see. 
Af 0,50 Mort aprés 7 min. 
146 OF58: Mort aprés IO mim. 
I61 0,65 Mort aprés I0 mim. 
150 0,60 Mort aprés I2 mix. 
140 0,56 Mort aprés 9 min. 
160 0,64 Mort aprés I2 min. 
u25 0,50 Mort aprés II min. 
155 0,62 Mort aprés I2 mim. 
175 0,70 Mort aprés 6 min. 
177 0,72 Mort aprés II min. 
I20 0,48 Mort aprés 13 min. 
PLT 0,87 Mort aprés 9 min, 


Anmimaux traités par le pseudo-anticorps artificiel 


T65mc. 0,66 me. Survie 
185 0,74 Survie 
150 0,60 Survie 
142 0,58 Survie 
I70 0,68 Survie 
144 Ono Survie 
140 0,56 Survie 
143 0,57 Survie 
140 0,56 Survie 
I40 0,56 Survie 
1§$ 0,62 Survie 
147 0,59 ’ Survie 
St 0,52 Survie 
166 0,66 Survie 
Moy ORS Survie 
£55 0,62 Survie 
120 0,48 Survie 
ERS 0,54 Survie 
140 0,56 Survie 


141 0,56 Survie 
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par un champ de haute fréquence de 760 kilocycles sous 
3 000 volls et 0,65 ampére. L’énergie transmise a la solution est 
égale 4 0,27 watt/em*. Dans ces conditions, l’action des ultra- 
sons n’entraine aucune élévation de température appréciable dans 
la solution. 

A partir de ce moment, le plus grand soin est apporté 
a nimposer a la solution aucune dénaturation, laquelle effacerait 
lout le bénéfice de lopération précédente. 

La solution est dialysée, pendant cing jours, 4 travers un sac 
de cellophane, sur une solution de sulfate de sodium a 2 p. 1 000 

a pH = 8, de facon a éliminer la strychnine. Dans le dialy- 
seur, le volume du liquide extérieur est vingt fois supérieur 
a celui de la solution d’ovalbumine, et ce liquide extérieur est 
renouvelé deux fois par jour. 

L’ovalbumine ainsi traitée se comporte comme un anticorps de 
Ja strychnine : injectée au rat (8 cm® en quatre injections sous- 
cutanées de 2 cm*® chacune, espacées d’une heure), elle entraine 
la survie de l’animal aprés l’injection sous-cutanée d’une dose 
mortelle de sulfate de strychnine (0,4 mg par 100 g d’animal), 
celte injection ¢tant effectuée quinze minutes aprés la derniére 
des injections de |’ovalbumine traitée. Au contraire, les témoins, 
non traités ou traités avec une solution banale de la méme oval- 
bumine, meurent aprés six a treize minutes. Dans cette expé- 
rience, les vingt animaux qui ont été traités préventivement par 
ie pseudo-anticorps artificiel ont tous survécu. Le tableau I repro- 
duit ensemble de lVexpérience. 


II]. — MopaniTe&s DE LA PREPARATION. 


La préparation du pseudo-anlicorps artificiel met en évidence 
certains faits qui éclairent le mécanisme de sa formation. Dans 
chaque experience, 5 animaux servent a éprouver l’activité du 
produit, l’épreuve étant faite dans les conditions qui viennent 
d’étre indiquées. Le nombre des animaux survivants fournit un 
test trés simple pour apprécier l’efficacité du mode de prépa- 
ration chaque fois expérimenté. 

1° L’ovalbumine ne doit avoir subi aucune dénaturation 
préalable. Si l’on cherche a purifier le blanc d’ceuf par une 
simple dialyse préliminaire sur de l'eau bidistillée, le résultat 
est nul. 

La valeur de la concentration du sulfate de sodium utilisee 
pour le liquide extérieur lors de la dialyse du mélange d’oval- 
bumine et de strychnine est trés importante (tableau II). 

3° Fait important et qui confirme Vhypothése envisagée pour 
la dénaturation spécifique : si l’on impose a celte ovalbumine 
anti-strychnique de parcourir, aprés sa préparation, un cycle 
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de variations extrémes de pH, par exemple si l’on amene succes- 
sivement a 10, puis 4 3 et finalement 4 7, ce passage a travers 
le point isoélectrique rend aux groupes dissociés la liberté qu/ils 
avaient perdue au cours de la dénaturation spécifique. Ces 
groupes reprennent une position moyenne quelconque, laquelle 
n'est plus adaptée a la strychnine, et Vovalbumine précédente 
perd sa fonction antistrychnique, preuve que la fonction-anti- 
corps strychnique résultait d’une déformation spécifique a la 
strychnine qui était présente au moment méme de la dénaturation. 


Tasieau II. 


Concentration de 50 Na, Nombre de survivants 
dams le dialyseur extéfieur (sur 5 animaux éprouvés) 


Zz pe IT.000 
6 » 
nde) i 


CONCLUSIONS. 


Cette préparation in viéro entraine trois conséquences : 

1° Elle montre la possibilité de préparer in vitro certains 
pseudo-anticorps. 

2° Elle permet la préparation d’une nouvelle classe de pseudo- 
anticorps pour des molécules toxiques, pour lesquelles l’exis- 
tence d’une fonction-anticorps était inconnue. 

3° Elle apporte un argument en faveur de l’existence des anti- 
corps correspondant aux antigénes de faible poids moléculaire. 


SUMMARY 


In vitro TRANSFORMATION OF OVALBUMIN 
INTO A @ STRYCHNIC )) PSEUDO-ANTIBODY, 
ACTIVE ON EXPERIMENTAL ANIMALS. 


In vitro preparation of the strychnic pseudo-antibody has three 
consequences : 

1. It proves the possibility to prepare in vitro certain pseudo- 
antibodies. 

2. It allows to prepare a new kind of pseudo-antibodies against 
toxic molecules for which the existence of an antibody function 


was unknown. 


3. It adduces a fact in favour of the existence of antibiodies 


corresponding to low molecular weight antigens. 
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LES GROUPES SANGUINS DES EQUIDES 
(CHEVAL, MULET, ANE) 


par L. PODLIACHOUK (@). 

(Centre d'Etudes des Groupes Sanguins des Animaux 
[Service R. Dusarric pe La Riviere], 

Institut Pasteur, Paris) 


Depuis la découverte des groupes sanguins par Landsteiner en 
1900, plusieurs chercheurs ont compris Vintérét que présenterait 
étude de groupes sanguins des animaux. 

En France, a |’Institut Pasteur, M. R. Dujarric de la Riviére 
en commenca l'étude en 1926. La création du Centre d’Etudes 
des Groupes Sanguins des Animaux, en 1952, permit un plus 
grand développement de ces travaux. 

Les premieres études de groupes sanguins chez les animaux 
furent effectuées sur des animaux domestiques. C’est surtout le 
cheval qui a retenu l’attention de différents chercheurs (1). 

Klein, en 1902, Weszeczky, en 1920, Panisset et Verge, en 
1922, ont constaté la présence d’isoagglutination chez les chevaux. 

La plupart des chercheurs ont essayé de classer les chevaux 
en quatre groupes sanguins, semblables a ceux de lhomme. 
C’étaient : Schwarz [27], Dujarric de la Riviere et Kossovitch [7, 
8}, Newodoff [46], Schermer et Hofferber [25], Thomoff [28], 
Burghardt [4], Ruscher [238], Viebrock [29], Orlow, Ratner ct 
Gromyko [47], Herman {414}. Hirszfeld et Przesmycki [42] ont 
classé Jes chevaux en trois groupes sanguins. Mais tous les 
schémas proposés laissaient inexpliqué un pourcentage élevé des 
réactions observées. Schermer et ses collaborateurs [24, 26] admi- 
rent l’existence de deux facteurs principaux, A et B, et de quatre 
facteurs secondaires, C, D, E et I’. Ils ont conclu que ces six 
caracléres globulaires sont dominants par rapport 4 leur absence. 
Ils admettent que chacune des propriétés A, B, C, D et F est 
déterminée par une paire de génes, mais qu'une série d’allélo- 
morphes multiples peut intervenir pour déterminer Ja propriété E. 

Lehnert [45] étudia les groupes sanguins des chevaux a Daide 


(*) Manuscrit recu le 24 février 1958. 
(1) La bibliographie compléte est donnée dans notre These de doctorat 
és sciences, Paris, 1957. 
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d’isoimmunsérums. I] admet le systeme de quatre groupes san- 
guins: O, A, B et AB. Mais pour exphquer les nombreuses 
exceptions il admet six récepteurs partiels pour A, trois pour B, 
trois lysinogénes et une autoisoagglutinine I. En se basant sur 
l'étude de onze familles, Lehnert trouve que les Jois de la trans- 
mission héréditaire chez homme sont aussi valables pour ‘e 
cheval. 

Chary [3], en 1950, a classé 66 chevaux en cing types, en 
admettant l’existence de deux facteurs principaux, A et B, et 
quatorze antigénes secondaires. 


I] y a peu de travaux traitant des relations sérologiques entre 
les équidés. Landsteiner et van der Scheer [43, 44] ont constateé 
que la parenté sérologique du mulet semble étre beaucoup plus 
étroite avec le cheval qu’avec Vane. Caroli et Bessis {2) ont 
souligné le taux tres élevé des agglutinines anti-baudet présentes 
dans le sérum de juments mulassiéres tachées d’ictére. Chary /4] 
a étudié les hétéroaggiulinines cheval anti-dne et ane anti-cheval. 

A notre connaissance, il n’existe pas de travaux sur les groupes 
sanguins chez l’ane et chez le mulet. 


TECHNIQUE D' ETUDE. 


Pour chaque espéce animale, il existe une technique de choix 
adaptée a l’étude des isoanticorps (2). 

Pour l’étude de groupes sanguins des équidés, nous avons 
adopté Ja technique suivante. 


La réaction dagglutination est effectuée en utilisant des sérums 
frais ou conservés, congelés & — 20° aprés prélévement veineux 
stérile, et des globules rouges provenant de prélévements effec- 
tués sur citrate de soude 4 10 p. 100. Dans des tubes a hémolyse 
les sérums sont mis en présence de globules rouges en suspension 
i 1 p. 100 lavés deux fois dans de l’eau physiologique, sous un 
volume de 0,05 ml de sérum pour 0,05 ml de suspension de glo- 
bules rouges. La premiére lecture est effectuée aprés trente 
minutes de contact a la température du laboratoire, a l’ceil nu, 
a Vaide d’un miroir concave. La deuxiéme lecture est effectuée 
aprés deux minutes de centrifugation a 1500 tours. La deuxiéme 
lecture permet, en général, de confirmer ou infirmer les résultats 
difficiles & interpréter. 


Au cours d’une premiére étude, faite avec Eyquem [49], sur 
230 chevaux, en les classant en quatre groupes, nous avons cons- 


(2) On trouvera la description de ces techniques dans les traités 
consacrés 4 cette question, et notamment dans le livre de Dujarric de 
la Rivitre et Eyquem [6]. 
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taté existence d’un grand nombre d’exceptions. Nous avons 
alors essayé d’autres techniques. Nous nous sommes servi de 
sérums provenant de mulets, d’anes et de chevaux absorbés a 
l'aide de globules rouges des mémes animaux. Pour ces études, 
nous avons dti tenir compte des relations sérologiques entre eux. 
Nous avons étudié Vhétéroagglutinine ane anti-cheval et cheval 
anti-ane. Nous avons commencé par l'étude de sérum de 
mulet [40]. Cet animal, étant un hybride de cheval et d’ane, ne 
contient pas d’hétéroagglutinine anti-cheval, ni anti-dne. 

Nous avons désigné par des lettres de l’alphabet les isoagglu- 
linines et les antigénes érythrocytaires dans Vordre chronologique 
de leur découverte. Notre nomenclature n’a aucun rapport avec 
celle d’autres chercheurs dans le méme domaine, ni avec celle 
des groupes sanguins de homme. 

Les isoagglutinines ugar chez les équidés se rencontrent 
isolées ou associées par 2, 3 et méme 4 a Ja fois. Leur titre est 
relativement faible, ne dépasse pas 64; leur isolement et identi- 
fication exigent une technique délicate. La pureté et la spécificité 
de ces sérums de référence ont été confirmées par des résultats 
identiques obtenus lors des déterminations consécutives de groupes 
sanguins des mémes animaux. 

Ces études nous ont permis d’individualiser onze antigénes 
érythrocytaires désignés par les lettres de A a K. On peut les 
mettre tous en évidence chez le mulet. Dix de ces antigénes 
existent chez le cheval, alors que seul l’antigéne B se trouve chez 
"ane. Chacune des deux espéces, cheval et Ane, est caractérisée 
par des antigénes érythrocytaires qui lui sont propres. 

Nous n’avons pas trouvé d’antigénes érythrocytaires équins sous 
forme soluble dans le sérum, la salive et extraits d’organes 
examinés [22]. 

Nous avons examiné 712 chevaux et 185 mulets provenant de 
V’Annexe de l'Institut Pasteur de Garches, 47 chevaux de race 
ardennaise, 162 chevaux pur sang, 21 juments mulassiéres de race 
bretonne et 178 Anes, et déterminé leur groupe sanguin. 

Nous avons constalé que la répartition des antigénes équins 
varie considérablement avec les différentes races (tableau I). On 
peut remarquer que la fréquence de l’antigéne D est la plus élevée 
dans Ja race ardennaise. Cet antigéne est complétement absent 
chez les pur sang. La fréquence de |’antigéne E est de 0,2 chez 
les pur sang; elle est de 0,02 chez la race ardennaise. Le fac- 
teur H est complétement absent chez les pur sang. 

Chez les anes [20], étude de différents croisements de races 
connues nous a permis de supposer que les animaux de race 
pure catalane sont de groupe O/O, ceux de race poitevine seraient 
de B/B, alors que ceux de race pyrénéenne seraient B/O. 
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TaBLeau I. 
Juments mulassieres | 
Garches Race ardennaise Pay SUMe de race bretonne 
Augave Nombre Nombre Nombre Bre Nombre] ey AGRE 
f réquence : réqu 
d'anim. Bréquence d'anim. PEEGISCINEE d'anim. 4 d’anim. dl 


Wie 0,7528 47 OFS oI9 162 OM 90) | 0,238) 
0,858) 0,7234 0 ,9383 0 ,8095 
O7,1236 0,5106 0 ,0000 0 ,3809 
0 ,3092 0,0213 0,2037 0 ,0952 


00,8129 0,6383 0,790I 0,4286 
0,1616 0 ,0000 
0,695.39 0 ,4012 


Dans le sérum de cerlains chevaux normaux nous avons trouvé 
l'agglutinine anti-facteur asin B, et dans le sérum de certains 
anes des agglutinines correspondant aux facteurs équins A, C 
et D. Ce qui peut étre expliqué par la capacité de J’animal 
d’élaborer des agglutinines correspondant aux antigénes éry- 
throcytaires absents. Ceci n’est pas cependant une régle générale. 

Certains anticorps comme anti-E, anti-I et autres n’ont été 
trouvés qu'une seule fois au cours de lexamen d’environ 
1000 animaux, tandis que l’isoagglutinine anti-A se rencontre 
irés souvent chez le cheval et chez le mulet, et ceci malgré une 
fréquence élevée du facteur A. A l’heure actuelle, nous ne trou- 
vons pas d’explication a la prépondérance de lisoageglutinine 
anti-A dans le sérum des chevaux et de mulets, et de l’anti-D 
chez l’ane. 

Au cours de nos études, nous avons constaté chez les équidés 
existence de différents types d’anticorps analogues a ceux de 
"homme : isoanticorps naturels, hétéroanticorps, immunanticorps, 
cryoagglutinines, anticorps sous forme incompléte, immunanti- 
corps conjugués. 

En étudiant les isoagglutinines chez les chevaux neufs et les 
chevaux immunisés de Garches en vue de la production de sérums 
thérapeutiques, nous avons conclu qu’une immunisation )bacté- 
rienne stimule légérement I’élaboration d’isoagglutinines natu- 
relles, Mais chez trois chevaux immunisés A l'aide du méningo- 
coque type A et type C, nous avons constaté V’apparition d’une 
agglutinine dont le titre peut atteindre 8 000 sous forme complete. 
Cette agglutinine est active sur le complexe AF et n’agit pas sur 
l’antigéne A seul, ni sur l’antigene F seul [9, 24]. 

Chez un cheval considéré comme normal nous avons trouvé une 
agglutinine titrant 1/250 000 sous forme d’autoagglutinine et ayant 
le méme titre sous forme d’isocryoageglutinine. 

Nous avons étudié une trentaine de sérums de juments mulas- 
sires tachées (c’est-a-dire ayant un muleton atteint de jaunisse). 
Ces sérums étaient aclifs vis-’-vis de tous les globules rouges de 
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mulets et d’dnes quel que fat leur groupe sanguin. Le titre de 
ces agglutinines hétérospécifiques anti-Ane variait entre 1/16 et 
1/8 000. Pour trois sérums il atteignait 1/500 000. 

En utilisant les épreuves d’absorption, nous avons pu isoler 
trois hémagglutinines différentes des juments mulassiéres : 

1° Les isohémagglutinines naturelles ; 

2° (L’hétéroagglutinine anti-asine ; 

3° L’agglutinine anti-B, active sur l’antigéne érythrocytaire B 
existant chez lane. 

Ces faits nous ont permis de conclure a l’existence, chez les 
juments mulassi¢res, d’une immunisation non seulement vis-a-vis 
de Vantigéne de lespéce asine, mais aussi vis-a-vis de l’antigéne 
érylthrocytaire asin B. 

Cette agglutinine anti-B n’existe A un titre élevé (pouvant 
atteindre 1/4 000) que chez les juments mulassiéres immunisées. 
Chez les chevaux et les mulets normaux son titre est inférieur 
a Li20% 

Nous avons recherché, dans le sérum des juments mulassiéres, 
des anlicorps sous forme incompléte. Nous avons constalé leur 
présence six fois sur dix-neuf. L’absorption d’une hétéroagegluti- 
nine antijasine provoque la disparition totale des anticorps actifs 
sous forme incomplete. Il n’y a pas d’absorption simultanée d’iso- 
agglutinines naturelles. Inversement, l’absorption d’anticorps 
incomplets a Vaide de globules rouges correspondants provoque 
une diminution du ttre de l’hétéroagglutinine. Pour controler 
si ce n’est pas le processus d’absorption lui-méme qui provoque 
cette diminution, nous avons absorbé les isoagglutinines naturelles 
de quatre sérums et avons trouvé que cette absorption n’entraine 
pas l’absorption d’immun-hétéroagglutinines. 

Une absorption simultanée de deux immunagglutinines dans ie 
sérum d’une jument mulassiére permet de supposer que les deux 
anticorps se trouvent fixés sur la méme molécule. Ce phénoméne 
peut étre rapproché de celui publié par Dodd [5]. 

Dans le cas de maladie hémolytique d’un poulain pur sang, le 
sérum de sa mére contenait une agglutinine qui ne correspondait 
4 aucune des isoagglutinines connues. Ainsi, comme chez l’homme, 
la maladie hémolytique du muleton et du poulain peut contribuer 
4 la découverte de nouveaux antigénes équins et asins. 

Nous avons observé une action défavorable de enzyme protéo- 
lytique sur l’antigéne B du mulet, semblable a celle décrite pour 
certains antigénes humains. 

Nous avons mis en évidence dans le sérum de certains che- 
vaux la présence d’agglutinines anti-antigenes érythrocytaires 
humains A, B et O. 
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Aprés l’étude sérologique nous avons fait une étude génélique 
que nous avons vérifiée par une étude mathématique. 

A laide de nos onze isoagglutinines, nous avons déterminé !e 
groupe sanguin d’environ 1200 animaux, done leur phénotype. 

Parmi les dix caractéres érythrocytaires équins, il n’y a pas 
de caractéres qui soient allélomorphes. Ils ne sont pas comple- 
mentaires, c’est-a-dire l’absence de l'un d’eux n’est pas compensee 
par la présence de l’autre. Dans l’étude de groupes sanguins, i] 
arrive souvent que l’on connaisse l’un des génes avant son géne 
alléle. 

Au cours des études sur la transmission héréditaire des anti- 
génes érythrocytaires dans les familles de chevaux, anes et mulets, 
nous avons fait les observations suivantes. 

1° Les antigénes érythrocytaires n’étaient présents chez les 
produits que s’ils existaient déja chez les parents ; 

2° Lorsque, dans une famille, les parents possédent tous les 
deux un méme antigéne déterminé, on trouve parmi les descen- 
dants certains produits qui le possédent, et d’autres qui ne ie 
possédent pas ; 

3° Il n’existe aucune régularilé dans les rapports entre les dif- 
férents antigeénes transmis (sauf pour A et F chez les chevaux 
pur sang) ; 

4° La transmission de chaque caractére parait étre indépendante 
de celle des autres. 

Tasieau II. 


FAMILLES DE MULETS 


chez la jument 


| Jument Caractére 
brarithe mulassiére | Muleton (41 état 

: G.S. GS. hétérozygote 
| 


( 
{ 
| 
! 
| 
i 


_L’étude des familles de mulets portait sur 23 juments mulas- 
siéres et leurs 25 produits {tableau II] (8). Parmi les muletons, 
certains possédent l’antigéne B, les autres ne le possédent pas. 


(3) Les tableaux IT, III et IV ne présentent que quelques exemples 
typiques et non pas la totalité de nos observations. 
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Ce qui prouve que parmi les anes du Poitou (qui sont les péres 
de ces muletons et appartiennent tous au groupe B) il existe des 
animaux qui possédent l’antigéne B a l'état hétérozygote. 
L’antigéne érythrocytaire de la jument qui n’est pas transmis 
au muleton se trouve chez elle a l'état hétérozygote. Tous les 
mulets sont a Pétat hétérozygote pour tous les antigénes érythro- 
cytaires équins et asins. . : ; 
L’étude de familles de chevaux pur sang portait sur 162 ani- 
maux a un pedigree connu (tableau III). Dans ce lot, nous avons 
trouvé 65 produits provenant des croisements de 52 juments avec 


7 étalons. 
Tapsreau III. 


FAMILLES DE CHEVAUX PUR SANG 


| Croisement Péres TL Méres - Produits <a 
N° Ne GS Ne 6S Ne Gis | 
12 ZG || fh Go — 18 | A*c*— F*= (Say Sree 
13 ‘i i f ‘i icolac er - | 
14 “ Fe b : I39}- - E*- - | 
20 4, = (As) || pores = 35|/----- 
27 Ate tae (Pell Gy ees ie ell (id ie =e | 
33 7 i 22 | A*c — F*- 44|-c ---= 
52 Gl (Wesie = |yalln eer = SOA C= f— | 
53 7 0 CIA C@=f = s9;/Ac—F- | 
54 : ; fet PA eos = MMA eae = | 
55 i rare || = lees | 56 6 ar = 
56 u i ee e/Weoe tee he |) TI ater at aiah es 
57 ‘ i Sill. (Care at MG Ae. ie) = 
58 " " eT NG or ee eel ley Axe tia 


Nous avons observé que, comme dans les familles de mulets, 
les antigénes érythrocytaires sont transmis selon les lois mendé- 
liennes. Nous avons pu préciser l’état hétérozygote de certains de 
ces animaux pour un antigéne déterminé. 

Les antigénes qui sont accompagnés d’un astérisque sont a l’état 
hétérozygote. Nous voyons que les quatre antigénes de 1’éta- 
lon n° 40 sont a l’état hétérozygote, parce que croisé avec la 
jument C il donne un produit O. L’étalon n° 1 a également ces 
quatre antigénes ACFI Aa l’état hétérozygote ; car, d’une part, il 
donne un produit AF, ce qui prouve l’état hétérozygote des anti- 
génes C et I; d’autre part, il a un produit C, ce qui prouve 
état hétérozygote des antigénes A, F et I. 

Nous ne pouvons dans aucun cas affirmer l’état homozygote 
pour un antigéne déterminé. Nous pouvons cependant le sup- 
poser parfois. L’étalon n° 126 a probablement ses antigénes A, 
C et F a l’état homozygote, car ses sept produits les possédent. 

Nous avons éludié 16 familles d’anes avec leurs 23 produits 
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(tableau IV). L’ane peut élre a l'état homozygote ou hétérozygote 
pour l’antigéne B. Le croisement n° 1 d’un pere B avec une 
mére B donne un produit O, ce qui prouve létat hétérozygole 
de l’antigéne B chez les deux parents. On peut supposer que 
lane Marquis a l’antigene B a l’état homozygote ; étant croise 
avec deux anesses O, il a donné deux produits B. 


Tasieau IV. 


FAMILLES D'ANES 


Croisement Peres Meres Produits 
Ne Nom] GS. | Nom| GS. | Nom| GS. 
Gell Je” Bi..| B 

2 " " " Ka... 


Ag.. 
Al... 


Toutes ces observations nous permettent d’émettre une hypo- 
these d’existence de génes chez les équidés, selon laquelle : 

1° Chaque antigéne est déterminé par un couple d’alléles, avec 
dominance de la présence sur l’absence ; 

2° La population se trouve dans un état d’équilibre panmic- 
lique ; 

3° I] existe une association entre les génes A et F. 

Cette hypothese a été vérifiée a Vaide d’une étude mathéma- 
tique. 

Une autre hypothése admettant l’existence pour chaque paire 
@antigénes d’une série de trois alléles a été rejetée, n’étant pas 
en accord avec nos observations. Supposons qu’une paire d’anti- 
génes X et Y soit déterminée par une série de trois alléles X, Y 
et O ot! X et Y sont codominants sur O. L’individu du groupe XY 
ne peut avoir d’enfants O, et celui du groupe O d’enfants XY. 

Dans les familles de chevaux pur sang, pour 9 paires d’anti- 
genes sur 10, l’observation est en contradiction avec Vhypothése 
d’existence d’une série de trois alléles. Nous trouvons les mémes 
résultats pour 12 paires d’antigénes sur 15 dans les familles de 
mulets, ot! le pére, l’ane, est de groupe O pour tous les carac- 
teres équins. L’hypothése de trois alléles doit done étre rejetée. 


x 


Revenons a notre premiére hypothése. Deux méthodes mathé- 
matiques servent a la vérifier : 


1° L’étude de Vhérédité des phénotypes dans un certain 
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nombre de familles permet de vérifier si les résultats observés 
dans les croisements correspondent aux résultats calculés ; 

2° L’hypothése génétique permet de calculer dans une popu- 
lation homogéne les probabilités théoriques de chaque phénotype 
qui dépendent des probabilités de différents génes. 

Si les écarts trouvés entre les chiffres observés et les chiffres 
calculés peuvent étre imputés au seul hasard d’échantillonnage, 
on peut accepler lhypothése ; sinon il faut la rejeter. 

Dans toutes nos études, nous avons pris comme seuil de signi- 
fication la probabilité de 0,05, seuil admis pour les travaux 
biologiques. 

En admettant l’état panmictique de la population, le calcul des 
fréquences des génes a parlir des fréquences des phénotypes 
est basé sur la loi de Hardy Weinberg et utilisé couramment 
dans la génétique des groupes sanguins. 

Nous avons étudié ’hérédité des phénotypes dans les familles 
de mulets et les familles de pur sang. Tous les antigénes équins 
présents chez le mulet sont transmis uniquement par sa mére, 
la jument mulassiére ; car son pére, lane, est O pour tous ces 
antigénes. Les résullats des croisements dépendent done unique- 
ment de la fréquence des génes de la jument. 


TABLEAU V. 


MULETS: ANTIGENE C 


Fréquence du géne C=0,5337 


" BF " C= 0,4663 
GENOTYPES 
Juments Mulets 
Type Fréquence cc Ge cc 
cc 00,2848 — O, 2848 — 
Ge 0,4978 — 0,2489 0,2489 
cc 0,2174 — — 0,2174 
PHENOTYPES 
Juments Mulets 
C+ C- 2 
Ce es pee an ko8 con homtecale hvat) 
Ctr 18 20 14 /13,6] 6]6,4] 0,0368 


C= 5 5 @) |) |) Bes n=l 
; probabiliteé: 0,9—0,8 


Ainsi, par exemple, pour l’antigéne C (tableau V), 23 juments 
ont donné naissance a 25 mulets: 18 juments C positives, a 
14 mulets C positifs et 6 mulets C négatifs ; 5 juments © néga- 
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lives 4 5 mulets C négatifs. Il n’y a que trois types de croise- 
ments. Nous avons comparé a l’aide du test y’ les chiffres 
observés de phénotypes de mulets aux chiffres calculés. La valeur 
de 7° n’est pas significative. 

Nous avons effectué une étude analogue pour les antigénes A, 
D, F et G, pour lesquels les valeurs ‘de x sont également non 
sienificatives. 

L’étude de Vhérédité des phénotypes des chevaux pur sang ne 
peut pas étre abordée de la méme maniére que celle d’une popu- 
lation prise au hasard. Surtout parce qu'il y a trés peu d’étalons 
par rapport au nombre de juments. Nous avons cependant effectué 
celle étude, en limitant nos calculs aux familles dans lesquelles 
les juments ont été croisées avec des étalons a génotype connu, 
les fréquences des phénotypes des produits dépendant uniquement 
de la fréquence des génes des juments. 


Tasieau VI. 


CHEVAUX PUR SANG: ANTIGENE | 


Fréquence des génes Fréquence des génotypes 
| = 0,2262 Il =0,0512 
in=nOnarss li =(053500 

ii = 0,5988 
GENOTYPES 
Croisements Produits 
Type II li ii 
lix Il 0,0256 0,0256 — 
lix Ji 0,0875 OFS 0,0875 
lix ti — 00,2994 0,2994 
PHENOTYPES 
Familles Produits 
| 1+ I- 2 
Type Nombre ' Total Sone emallute! es | TE 
Ieee) ll: 10 | 8 | 8,6 Sea OF LSS 
I+ x |= 14 17 6 |8,5] 11 |8,5/ 11,4706 
1,6624 


n=2, probabilité: 0,5-0,3 


Pour Vantigene I, nous n’aurons que 38 génotypes de croise- 
ment. Le croisement des étalons hétérozy Boe I avec 10 juments I 
positives a donné 8 produits I positifs et 8 produits I négatifs. 
Quatorze croisements de ces étalons avec Mes juments I négatives 
ont donné 6 a I positifs et 11 produits I négatifs. 

Les chiffres calculés ne different pas sensiblement des chiffres 
observés. La valeur de 7° n’est pas significative (tableau VI). 
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Une étude analogue a été faite pour les antigénes A, C et E. 
en ce qui concerne l’antigéne F, chez les chevaux pur sang les 
eee A et F sont toujours. presents ou absents ensemble, 

{, par conséquent, peuvent étre considérés dans cette élude comme 
un seul caractére érythrocytaire. 

Dans l’ensemble, I’étude de Vhérédité des phénotypes dans les 
familles de mulets et de chevaux pur sang a donné pour 9 anti- 
genes érythrocytaires huit fois une valeur de 7 non significative 
et une seule fois significative, correspondant 4 une probabilité 
située entre 0,05-0,02. 

Le tableau VII représente Ja distribution de ces 9 ¥’. 


Tastrau VII. 


Probabilité Nombre de X2 
De 009 fe) 
0,9 -0,8 2 
0.87 057 
OF = 05 2 
0,5.= 0.3 | 
0:3 = 0:2 fo) 
0:2, =0,1 ) 
0.1 = 0,05 2 
0,05 — 0,02 
Total 9 


Le critérium ° appliqué aux probleémes d’indépendance des 
caractéres qualificatifs est connu en statistique sous le nom de 
test d’indépendance. Il doit étre effectué sur tous les antigénes 
présents, en les groupant par paires. Pour l’étude de l’indépen- 
dance de deux antigénes érythrocytaires, les chiffres observés (O) 
de quatre phénotypes sont comparés aux chiffres calculés (C) 
i Vaide du test y? selon la formule : 


 O— oF 
sides C 
Le test d’indépendance a été effectué sur quatre populations 
d’animaux : sur 705 chevaux et 185 mulets de |’Annexe de |’ Ins- 
titut Pasteur de Garches, 47 chevaux de race ardennaise et 
162 chevaux pur sang. Tous les résultats ont été triés par paires. 
Le nombre de combinaisons possibles de n caractéres par 2 


n(n — | . eee 
est égal a ler) Pour chaque population étudiée, le nombre 


~ 


de paires dépend du nombre d’antigénes 4 Vaide desquels leur 
eroupe sanguin a été déterminé. Le nombre réel de paires est 
légérement inférieur, parce que cerlains antigénes n’ont pas été 
examinés. Les chevaux pur sang ont été étudiés a Taide de 8 anti- 
corps ; Mais comme les antigénes D et H sont absents, et que F 
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se rencontre toujours avee A, le nombre réel d’anligénes se trouve 
réduit a 5. 

Le tableau VIII présente le total de tous les tests d’indépen- 
dance et les limites de probabilité dans lesquelles se trouvent 
leurs valeurs. Sont exclues du tableau trois valeurs extrémement 
significatives pour la paire A et F. 


Tastrau VIII. 


Ge Chevaux 


Probabilite Mulets | Total 


Race 


=| Garches : 
2 ardennoise 


Pur sang 


) -0,0158 
0,0158-0,0642 
0,0642-0,148 
0,148 -0,455 
0,455 -1,074 
1,074 -1,642 
1,642 -2,706 
2,706 —3,841 


-NuNaOAWPHOD 
o-oco-=—-=-0 
(a) (5) (oy xe} fe} (e) fo) 1X) 
N-AVNAWN A 


0,05—0, 0:2) | 3,84) = 55.4il2 
0,02-0,01 3,412 —6,635 
0,01-0,00!} 6,635 -10,827 


Total 


< 0,00! | >10,827 


La valeur de 7? n’est pas significative dans 77 cas sur 85, c’esl- 
a-dire dans 90,6 p. 100 des cas. Les écarts constatés sont dus 
au hasard. Des huit résultats significatifs, c’est-a-dire 9,4 p. 100 
des cas, deux se trouvent dans les limites de probabilité entre 
0,05-0,02, quatre entre 0,02-0,01; un entre 0,01-0,001 ; un seul est 
au-dessous de la probabilité de 0,001. 

Il faut souligner que parmi ces huit résultats significatifs, les 
tables de quatre paires contiennent un petit effectif. La méthode 
de y° appliquée dans ces cas surestime |’importance de I’écart. 

Les résultats significatifs, représentant 9,4 p. 100 des cas, ne 
dépassent que de peu le niveau de signification choisi, qui est 
desor pe 100: 

Le tableau IX est la présentation graphique de tous les tests 
d’indépendance. 

Lorsque le nombre d’expériences est élevé, on peut comparer 
la distribution expérimentale des 7? avec la distribution théorique 
donnée par la table. Nous avons constaté que les écarts entre |: 
distribution observée de 85 7? et la distribution théorique sont dus 
au hasard. La valeur de 7° n’est pas significative, elle correspond 
a la probabilté comprise entre 0,1 et 0,05. 
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Notre hypothése admet une association entre les genes A et F. 
Les trois faits suivants prouvent l’existence de cette association. 

1° Dans trois populations d’animaux : chevaux de Garches, 
chevaux de race ardennaise et mulets, les valeurs de x trouvées 
pour la paire A et F correspondent a une probabilité inférieure 
a 0,001. 


TABLEAU IX. 


CHEVAUX A MULETS 
A G 
D 
F 
Race 
ardennaise 

+++ — 
Pak G 
+ - = ) 
= gh = ) 
- - - ) 
a ae 0 K 

Garches 

AF 

C 
E 
| 
J 
Pur sang 
ie =i 


2° Dans la population de chevaux pur sang, les antigénes A 
et F sont toujours présents ou absents ensemble. 

3° Chez trois chevaux immunisés par le méningocoque du 
type A et C, nous avons trouvé une agglutinine qui n’est active 
que sur le complexe AI’, et n’agit pas sur l’antigéne A seul ou 
F seul. 

On peut supposer que le systeme AF est conditionné par deux 
couples de génes alleles ¢troitement liés sur le méme chromo- 
some. Le premier locus serait occupé par A ou a, le deuxiéme 
par I* ou f. Chez les chevaux pur sang, il n’existe probablement 
que des chromosomes de deux types: AF et af. 


En conclusion: les résultats de notre étude mathématique ne 
sont pas en contradiction avec notre hypothése émise sur la base 
de nos observations d’ordre génétique. 
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Les connaissances acquises au cours de nos études de groupes 
sanguins des équidés sont d’un intérét a la fois pratique ct 
théorique. : 

Elles peuvent contribuer a lidentification sérologique des ani- 
maux, ainsi qu’a l’exclusion de paternité et de maternité dou- 
teuses. 

Elles peuvent également servir : 

a) Dans le choix de donneurs pour la transfusion sanguine, 

b) Dans le choix d’animaux pour la production de sérums 
thérapeutiques, 

c) Dans la prophylaxie de la maladie hémolytique du muleton 
et du poulain, 


d) Dans l’expérimentation qui ne peut étre réalisée sur ’homme, 


e) Dans l'étude de différents antigénes hétérophiles. 


Resume. 


L’étude sérologique nous a permis dindividualiser 11 anti- 
genes érythrocytaires désignés par les lettres A a K. On peut 
les mettre tous en évidence chez le mulet. Dix de ces antigénes 
existent chez le cheval, alors que seul l’antigéne B se trouve chez 
Vane. Chez le cheval, la fréquence de chaque antigéne varie avec 
les races ; 11 en est de méme pour l’antigéne B de l’ane. 

Nous n’avons pas constaté la présence d’antigénes érythro- 
cylaires équins sous forme soluble dans le sérum, la salive et 
les extraits d’organes examinés. Nous avons constaté, chez les 
équidés, l’existence de différents types d’anticorps : isoanticorps 
naturels, hétéroanticorps, immunanticorps, cryoagelutinines, anti- 
corps sous forme incomplete, immunanticorps conjugués. 

L’étude génélique de familles de chevaux, d’anes, de juments 
mulassiéres et de leurs muletons nous a permis de constater 
que les antigénes érythrocylaires sont transmis suivant les lois 
de l’hérédité mendélenne. L’étude de lhérédité des phénotypes 
dans les familles de mulets et de chevaux pur sang a donné une 
valeur de x’? non significative pour 8 antigénes sur 9, et signifi- 
cative pour un seul. Le test d’indépendance a été fait sur 
712 chevaux et 185 mulets de l’Annexe de I’Institut Pasteur de 
Garches, 47 chevaux de race ardennaise et 162 chevaux pur sang. 
La valeur de ;’ calculée pour 83 paires d’antigénes était non 
significative dans 90,6 p. 100 des cas. 

Les résultats de notre étude mathématique ne sont pas en 
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contradiction avee notre hypothése émise sur la base de nos 
observations d’ordre génétique, selon laquelle : 

1° Chaque antigéne érythrocytaire est déterminé par un couple 
d’alléles avec dominance de la présence sur l’absence, 

2° La population se trouve dans un état d’équilibre panmictique, 

3° Il existe une association entre les génes A et F. 


SUMMARY 
BLoop Groups IN Eoumae (Horses, Mures, Asses). 


Serological study has allowed to isolate eleven erythrocytic 
antigens, designated by the letters A to Kk. All can be demons- 
trated in mules. Ten of them are present in horses. Asses 
possess only the B antigen. In horses, the frequency of each 
antigen varies according to the races; the same is true for the 
B antigen in asses. 

No soluble antigens have been found in serum, saliva and the 
extracts of organs studied. 

Different types of antibodies have been demonstrated : natural 
iso-antibodies, hetero-antibodies, immune antibodies, cryoagglu- 
linins, incomplete antibodies, coupled immune antibodies. 

The genetic study of the famihes of horses, asses and mares 
and their mule cubs has shown that the transmission of erythro- 
eylic antigens follows Mendel’s laws. 

The heredity of phenotypes in mules and thorough-bred horses 
has been studied : for eight antigens out of nine, the value of 
x has not been significant ; it has been significant for one antigen 
only. 

The independence test has been carried out on the 712 horses 
and 185 mules of the Garches Pasteur Institute, 47 horses of 
Ardennes race and 162 thorough-bred horses. The value of ¥’, 
calculated for 85 pairs of antigens, was not significant in 
90,6 p. 100 of the cases. 

The results of the mathematical study are not in contradiction 
with the author’s hypothesis, according to which : 

1. Each erythrocytic antigen is controlled by a pair of alleles, 
the presence being dominant on the absence. 

2, The population is in a state of panmictic balance. 

3. There exists an association belween the genes A, E and F. 
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NOUVELLE METHODE DE RECHERCHE 
DU « FACTEUR AGGLUTINANT » 
DE LA POLYARTHRITE CHRONIQUE EVOLUTIVE 


par Ch. DULONG DE ROSNAY, P. DU PASQUIER 
et G. MOUSTARDIER (*). 


(Laboratoire de Bactériologie 
de la Faculté de Médecine de Bordeaux 
et Laboratoire de la Caisse Régionale de Sécurité Sociale) 


La réaction d’hémageglutination dite « de Waaler et, Rose » 
a subi depuis dix ans de nombreuses modifications. Les plus inté- 
ressantes furent introduites par Heller et ses collaborateurs [4, 2, 
3, 4]. Ce furent successivement : la saturation des agglutinines 
naturelles du sérum humain vis-a-vis de l’immunsérum animal 
utilisé, la sensibilisation de la méthode par l’adjonction de sérum 
de mouton (test S. E. A.), la notion de inhibition de la réaction 
par la y-globuline normale. La derniére en date préconise lutili- 
sation d’hématies tannées sur lesquelles on fixe de la y-globuline 
humaine pour les rendre agglutinables en présence du facteur 
activateur de la polyarthrite chronique évolutive (P.C. E.). 
S’inspirant de cette dernicre méthode, Singer et Plotz, en 
1956 |[5, 6}, eurent lVidée de fixer la y-globuline, non plus sur des 
hématies tannées, mais sur des particules inertes, en l’occurrence 
une émulsion de poly-vinyl-toluéne Jatex. Les résultats rapportés 
par ces auteurs sont trés encourageants et la technique a été 
encore simplifiée récemment par Rheins et coll. [7], qui en font 
une véritable microméthode. 

La méthode que nous rapportons dérive directement de celle 
de Singer, mais utilise la lecture sur une plaque a godets et non 
plus la lecture sur tubes. 


PROTOCOLE. 


1° Marériet urinisr. — a) Il nous a été impossible jusqu’a ce 
jour de nous procurer le « poly-vinyl-toluéne latex » de la Dow 
Chemical Company utilisé par les auteurs américains. Nous avons 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 mars 1958. 
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utilisé un produit similaire anglais (1) présenté en émulsion dense 
contenant environ 50 p. 100 de matériel solide en suspension 
dans de l’eau. La dimension des particules est comprise entre 
{ micron et 1,3 micron, au lieu de 0,77 micron pour Singer et 
Pan micron pour Rheins. Cetle suspension-mére est diluée au 
/20 dans la solution tampon et filtrée immédiatement sur papier 
Wana n° 40 pour éliminer les agrégats naturels. Le produit 
est alors prét pour la sensibilisation. 


b) La sensibilisation se fait au moyen de globuline y humaine. 
Nous avons utilisé avec des résultats comparables soit une 
y-globuline préparée selon la méthode de Cohn (2), soit une 
y-globuline obtenue selon la technique de Horejsi et Smetana |8. 
Cette derniére contient environ 10 p. 100 de globuline £, mais Ta 
réaction ne s’en trouve pas modifiée. Cette méthode fera l objet 
d’une prochaine communication. 

De toute facon, la globuline y est diluée dans la solution tampon 
de facon a obtenir un taux de 3 mg au milliltre. On mélange 
alors en parties égales la suspension de latex et la solution de 
y-globulines. La mixture peut étre utilisée au bout d’une demi- 
heure et garde ses propriétés pendant deux ou trois jours, si on 
la conserve a 4°, 

c) Toutes les dilutions se font dans un tampon acide borique- 
soude préparé de la fagon suivante : 


PMO epalavey EKO BOO), SS INL. 5 corns ue poi bao bio 6 boos 500 ml 
Souder Onl Nae Ae sete seer aress teas tere ee 59 ml 
Wau istilleeaen gta seers eee q. s.p. 1000 ml 


Ajuster le pH a 8,2 exactement et ajouter alors 8,5 @ de 
chlorure de sodium pour respecter lisotonie. 
d) Les sérums peuvent étre décomplémentés, mais cette pré 


caution n’est pas indispensable. On pratique des dilutions géo- 
méltriques dans le tampon du 1/20 au 1/5120. 


e) On dépose sur une plaque de Kline 0,05 ml de chaque dilu- 
tion de sérum et I goutte (pipette de Kline) de la mixture anti- 
génique. Agitation par rotation pendant quatre minutes. La lec- 
lure se fait immédiatement et a Voril nu. Les agglutinats, quand 
ils existent, sont d’une exceptionnelle netteté et le recours au 
microscope est le plus souvent inutile. 


(1) Nous remercions le D*® Mayer qui, trés aimablement, nous a 
fourni le poly-vinyl-toluéne latex. 


(2) Nous remercions M. le professeur R. Pautrizel d’en avoir mis 
aimablement A notre disposition. 
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Cette technique différe par plusieurs points de celle des Amé- 
ricains. 

1° La dimension des particules. D’aprés Singer, le diamétre 
optimum est 0,77 micron, mais les résultats sont bons également 
pour les diamétres allant de 0,82 A 0,98 micron. Pour des dia- 
métres supérieurs il y aurait des difficultés de lecture, pour des 
diamétres inférieurs la réaction d’agglutination serait retardée et 
la différence, entre une réaction positive et une réaction néga- 
tive, difficile 4 apprécier. Rheins, par contre, préféere utiliser des 
particules d’un diametre un peu plus élevé (1,17 micron) obtenant 
ainsi des résultats plus nets, surtout pour les fortes dilutions du 
strum. Dans une réaction sur plaque, le diamétre que nous 
avons choisi convient parfaitement. 

2° Le taux de dilution des particules est beaucoup moins élevé 
dans la technique sur plaque que dans les techniques en tubes 
a hémolyse. Singer avait essayé des concentrations donnant de 
2 4 32 p. 100 de transmission au photométre et remarque que, 
pour des concentrations plus élevées, les particules ont tendance 
a s'agglutiner spontanément. Nous avons essayé des dilutions 
allant de 1/10 au 1/100 a partir de la suspension-mére et les 
meilleurs résultats ont été obtenus avec la suspension au 1/20. 
Pour des dilutions plus fortes, les agglutinats sont moins denses 
et moins visibles a l’ceil nu. Pour des concentrations plus fortes, 
il se produit des agrégalts spontanés, surtout aprés la fixation 
de globuline. 

3° La globuline y que nous ultilisons est, comme celle de Singer, 
de la y-globuline ‘humaine normale. Rheins préfére utiliser de !a 
y-globuline humaine anti-polhomyélitique. Le ttre final en glo- 
buline pour le test sur plaque est de 300 weg/ml pour les auteurs 
anglo-saxons. Les titres supérieurs provoquent des agglutinats 
spontanés dans le latex, a partir d’une concentration finale de 
900 ug/ml, ce qui correspond & un taux de 9 mg au millilitre dans 
la solution initiale. 

4° Enfin, la pratique du test sur plaque de Kline présente deux 
gros avantages : 

a) Simplicité de la manipulation et gain de temps. L’incubation 
a 37° ou A 56° pendant deux heures est remplacée par une agita- 
tion de quatre minutes qui semble avoir les mémes effets favo- 
risants sur l’agglutination. 

b) Utilisation de 0,2 ml de sérum par test. 

Mais son plus grand intérét réside dans |’extréme facilité de la 
lecture qui nous a paru beaucoup plus aisée que pour le test 
en tube. Méme si l’on prend toutes les précautions désirables 
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concernant le calibre des tubes, I’éclairage, méme en faisant ta 
lecture sur tubes obliques avec un éclairage par lampe 4a fluores- 
cence (Rheins), il est parfois trés délicat de distinguer une agglu- 
tinalion dans un tube a hémolyse. 


ResuLrats. 


Les sérums de 216 sujets ont été examinés selon cette méthode 
el, pour comparaison, selon la technique de Waaler et Rose [9). 
Ils se répartissent ainsi : 

1° 118 sérums normaux ont servi de témoin ; 

2° 64 polyarthrites chroniques évolutives a des stades divers : 

3° 36 rhumatismes chroniques inflammatoires ou maladies du 
collagene. 


1° Les skRUMS NorMAuXx. — La plupart des sérums agglutinent 
la mixture particules-globuline pour les faibles dilutions. Cent 


Loy f 


dix sérums agglutinent pour une dilution au 1/10, 7 sérums pour 
une dilution au 1/20 et 1 sérum pour une dilution au 1/40. Notons 
que ce dernier n’était pas absolument « normal » puisqu’il pré- 
sentait une hypergamma-globulinémie a 28 p. 100 des protéines 
lotales, avec inversion du rapport albumine-globuline. Il semble 
donc que l’on puisse considérer le taux de 1/40 comme la dilu- 
tion critique. Singer et Plotz avaient choisi la dilution du 1/20 
pour le test en tube. Dans le test sur plaque, le taux de 1/40 
nous parait plus str. 


2° ‘Les sERUMS DE P. C. E. — Sur nos 64 cas de P. C. E., nous 
avons eu 57 tests au latex positifs & des taux allant du 1/80 au 
1/5120, ce qui représente 89 p. 100 de résultats positifs. Chez 
ces mémes malades, nous avons obtenu : 

51 réactions de Waaler-Rose positives (1/32 et plus) ; 

4 réactions de Waaler-Rose douteuses (1/16) ; 

9 réactions de Waaler-Rose négatives, 

Soit 79 p. 100 de tests strement positifs. 

La figure 1 montre Ja répartition des taux de positivité pour 
ces 64 sérums. 

On peut remarquer que : 

a) Le test au latex est positif a des taux beaucoup plus élevés 
que la réaction de Waaler-Rose classique. La moyenne des 
sérums de P.C.E. se situe, en effet, dans les dilutions 1/640 
& 1/1 280, au heu 1/64 a 1/256 pour la réaction d’agglutination, 
soll pour des dilutions dix fois plus grandes, constatations 
qu’avaient également faites les auteurs américains. 

b) La répartition des taux de positivité est beaucoup plus 
homogéne que pour la réaction de Waaler-Rose (60 p 100 des 
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sérums dans les deux dilutions optima, au lieu de 40 p. 100 pour 
la réaction de Waaler-Rose). 

c) Il n'y a pas, dans le test au latex, de réaction « douteuse ». 
Les sérums sont nettement positifs ou nettement négatifs. 
_ 3° Trente-six autres cas de maladies ostéo-articulaires se répar- 
lissent ainsi : 


+ 


18 rhumatismes dégénératifs : aucune réaction posilive. 


2OL 


On 


NOMBRE DE CAS 


O 
=e al 


al 


yee ee Suygei 
2 4 8 16 32 64 128 256 5l2 1024 
TAUX DE POSITIVITE 
Fic. 1. — Répartition des taux de positivité dans la P.C.E.: En blanc, réaction 


de Waaler-Rose. En noir, test au latex, les titres de dilutions sont & multiplier 
Bare LON sy ely eUmetc: 


6 rhumatismes type Bouillaud : aucune réaction positive. 

6 rhumatismes infectieux : aucune réaction positive. 

1 myélome £ : réaction négative. 

1 myélome y (42 g de y-globuline par litre) : réaction positive 
au 1/80. 

4 hypergamma-globulinémies d’origine indéterminée : 2  réac- 
tions positives au 1/20; 1 réaction positive au 1/40. 


INTERPRETATION ET DISCUSSION. 


Ces premiers résultats, encore fragmentaires, sont en accord 
avec les résultats publiés outre-Atlantique. C’est ainsi que Plolz 
et Singer ont obtenu : 

71 p. 100 de résultats positifs dans la P. C. E. 
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bo 
a) 


1 p. 100 de résultats positifs chez les sujets normaux. 

5 p. 100 de résultats positifs chez les hypergamma-globuli- 
némies. 

2 p. 100 de résultats p 

1,6 p. 100 de résultat 
culaires agus. 

Rheins, avee son microtest, a des résultats plus probants 
encore : . 

86 p. 100 de resultats posilifs dans la P.C. E., mais cette 
excellente sensibilité est obtenue aux dépens d’une spéecificité un 
peu moins bonne : quelques fausses positives ont été enregistrees 
chez des malades tuberculeux ou syphilitiques. 

Il semble done que les résultats du « latex fixation-test » soient 
plus intéressants sur le plan pratique que ceux de la réaction 
de Waaler-Rose classique, et ceci pour plusieurs raisons : 


ositifs dans les arthroses. 
s positifs dans les rhumatismes arti- 


1° Dans la réaction de Waaler-Rose, il existe un trop grand 
nombre de réactions difficiles 4 interpréter, alors que le test au 
latex donne toujours des résultats nets. 

2° La standardisation de la technique de Waaler et de Rose est 
difficile, car trop d’éléments entrent en ligne de compte : le taux 
de dilution et la qualité des hématies, le taux du sérum sensibi- 
lisant, la durée de contact entre le systeme agglutinant et le 
sérum a tester, la température d’incubation, la saturation des 
agglutinines naturelles du sérum, etc. C’est la raison pour 
laquelle les statistiques sont souvent impossibles a comparer 
entre elles. Dans le test au latex, au contraire, les éléments 
variables sont réduits au maximum et, dans notre technique per- 
sonnelle, la durée et Ja température de Vincubation ne risque pas 
@’intervenir dans le résultat final, car elle est remplacée par 
une simple agitation de quatre minutes. 

3° Sur le plan théorique, les réactions utilisant de la y-globuline 
humaine sont particuli¢rement intéresantes. Il semble bien qu’il 
existe entre le sérum des malades atteints de P. C. E. d’une part, 
et la y-globuline d’autre part, une « spécificité d’interaction » 
que Von peut mettre en évidence de plusieurs fagons : soit au 
moyen du test I’. Il de Heller, soit par les méthodes utilisant 
des particules inertes, soit encore selon la méthode de Epstein 
et coll. [10], qui précipitent directement la y-globuline par !e 
sérum des malades. Ces expériences suggérent fortement que te 
« facteur activateur » ou « rhumatoid factor » se présente vis- 
é-vis de la globuline y humaine comme un anticorps vis-a-vis de 
son antigene. 

C’est done aussi bien sur le plan de la physiopathologie que 


de la pratique courante que le test au latex mérite l’attention des 
immunologistes. 
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Rasume. 


Les auteurs décrivent une réaction d’agelutination sur lame, 
dérivée de la technique de Singer et Plotz, ott des particules de 
polyvinyltoluéne latex sensibilisées par de la y-globuline nor- 
male sont agglutinées par le sérum des malades atteints de 
Pe 5B. 

Cette technique, simple et fidéle, peut étre utilisée pour le dia- 
gnostic de la polyarthrite chronique évolutive. 


SUMMARY 


A NEW TECHNIQUE FOR THE DEMONSTRATION 
OF THE © AGGLUTINATING FACTOR )) 
IN CHRONIC EVOLUTIVE POLYARTHRITIS. 


The authors describe a slide agglutination reaction derived 
from Singer and Plotz’ technique, in which particles of poly- 
\inyl-toluene latex, sensitized by normal y-globulin, are agelu- 
tinated by the serum of patients suffering from chronic evolutive 
polyarthritis. 

This simple and reliable technique can be used for the dia- 
enosis of the disease. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DU MECANISME 
DE LA REACTION DE WAALER-ROSE 


par R. SHICHIKAWA, A. MAYEDA et J. YASUDA Cae 


(Clinique orthopédique de la Faculté de Médecine 
de l'Université d Osaka. 
Institut de Microbiologie de Université d’ Osaka) 


Il existe, dans le sérum de sujets atteints de polyarthrite chro- 
nique évolutive, un facteur activant l’agglutination des globules 
rouges sensibilisés par un immunsérum. Ce fait, découvert par 
Waaler, puis Rose, a été depuis confirmé par de nombreux 
auteurs. Ce facteur activateur, décelable par la réaction de 
Waaler-Rose, est appelé « Agglutination Activating Factor 
(AAF) » ou « Rheumatoid Factor (RAF) ». Il a été l’objet de 
nombreux travaux. Heller et coll, Svartz et Schlossman, et Ziff 
et coll., en ont modifié la technique de recherche. En général, 
VPAAF posséde les caractéres suivants : 1° il est assez thermo- 
stable ; 2° il se trouve dans la fraction euglobulinique du sérum, 
et apres le fractionnement de Cohn, a l’éthanol, dans Ja frac- 
tion III ; 3° il est retrouvé, par l’électrophorése, dans la fraction 
qui s’étend des B- aux y-globulines (Ziff, Heller, Wager et Thulin). 
On a nolé récemment que lAAF, aprés ultracentrifugation du 
sérum, est englobé dans les protéines macro-moléculaires carac- 
lérisées par l’indice de sédimentation 22 (Franklin et coll.) et 
que son activité n’est pas inhibée par la protéase. 

Le mécanisme de ]’action de ] AAF demeure encore du domaine 
de la spéculation. Hobson et Gorrill ont décrit une corrélation 
entre PAAF et la fraction C’4 du complément et Vaughan 
a remarqué quelque ressemblance entre l’AAF et le complément, 
du fait que Vactivité de l’AAF disparaissait aprés absorption du 
sérum a l’aide de précipité d’antigéne-anticorps. Foz a fait des 
études sur l’AAF, employant des Brucella traitées par l’anticorps 
incomplet anti-Brucella et eslimé que ?AAF pouvait étre consi- 
déré comme l’auto-anticorps contre un composant du sérum du 
malade lui-méme. Grubb, Waaler, Moullec, M™ Podhachouk, 
Eyquem et coll., ont réussi a prouver l’action de PAAF contre 
les globules rouges humains traités par le sérum anti-Rh ; pour 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 mars 1958. 
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eux AAT est constitué, soit d’anticorps multiples, soit de diffé- 
rents composants qui comprennent des anticorps uniques, étant 
capable de réaliser des réactions croisées avec divers antigénes. 

Nous avons déja signalé que l’AAF active V'agelutination des 
globules rouges ig boeuf ou de chevre sensibilisés par un immun- 
sérum de lapin homologue, mais non pas celle des globules 
rouges de boul ou de chévre sensibilisés par un sérum humain 
normal ; c’est pourquoi on ne peut pas se servir de ce dernier 
systéme pour la réaction de Waaler-Rose. Ainsi l’on se demande 
si cette différence d’activité de ?AAF serait due a une différence 
de la nature des agglutinines employées pour la sensibilisation 
des hématies, c’est-a-dire entre les immun-agglutinines et les 
agglutinines naturelles, ou aux titres de ces aglutinines, ou a la 
différence entre les agglutinines de lapin et celles de l’homme. 
Pour répondre a ces questions nous avons réalisé les expériences 
suivantes en utilisant le sérum humain anti-A, ou anti-B, ou 
anui-Rh. 


MATERIEL UTILISE. 


Leimmunsérum humain anti-A ou anti-B. Il a été obtenu par injec- 
tion intramusculaire de la substance antigénique du groupe sanguin A 
ou B (fabriquée par la Compagnie Knickerbrocker Biosales) 4 un 
homme du groupe B ou A respectivement. La dose était de 0,5 ml 
a raison d’une injection hebdomadaire, répétée trois fois. 

Leimmunsérum humain anti-Rho (anti-D). Nous nous sommes 
servis d’immunsérums anti-D utilisés pour le diagnostic sérologique 
(fabriqués par la Compagnie pharmaceutique Ortho). Parmi eux, celui 
4 Vusage de « Saline Tube Test » (n° R1201) a fourni des iso-immun- 
agglutinines complétes et celui 4 Vusage de « Slide or Modified Tube 
Test » (m° R5085-3), des iso-immunageglulines incomplétes. 

Le sérum antiglobulinique de Coombs. Il a été préparé par immu- 
nisation d’un lapin par du sérum humain normal absorbé sur _par- 
ticules de bentonite. 


TECHNIQUES ET RESULTATS. 


1° L’AAF et Viso-agglutinine naturelle anti-A ou anti-B. — Le 
sérum humain du groupe B ou A qui posséde respectivement des 
iso-agglutinines naturelles anti-A ou anti-B, est dilué selon une 
progression géométrique de raison 2 avec l’eau physiologique. 
On y ajoute un volume égal d’une suspension a 3 p. 100 des 
hématies humaine A ou B. Ce mélange est mis au bain-marie 
4 37° C pendant quinze minutes. On met 0,2 ml du sérum a tester 
dans des tubes contenant 0,25 ml du mélange. Nous utilisons un 
sérum témoin normal et un sérum témoin anti-globulinique de 
Coombs. La lecture a été réalisée 4 Vaide d’un miroir concave 
apres un séjour de quatre heures 4 la température du laboratoire. 
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Afin de détruire les iso-agglutinines naturelles, le sérum a été 
chaulfé au bain-marie a 70°C pendant trente minutes. 

Les résultats sont les suivants : on n’a observé aucune influence 
du sérum rhumatisant sur l’agglutination des globules rouges 
humains du groupe A ou B par les iso-agglutinines naturelles 
anti-A ou anti-B. L’activité des iso-agglutinines naturelles est 
détruite apres chauffage A 70°C, pendant trente minutes. le 
sérum ainsi chaulfé, étant mis en présence du sérum rhumatisant, 
ne présente pas d’agelutination (tableau I, col. 1). D’ailleurs, le 
complément n’intervient pas dans l’action des iso-agglutinines 
naturelles sur Vantigéne de groupe sanguin correspondant. 


2° L’AAF et Viso-immunagglutinine anti-A ou anti-B. — ‘La 
technique utilisée est la méme que la précédente. Dans le sérum 


Tsstvau J. — Influence sur lagglutination des globules rouges 

sensibilisés (humains, A, B,O et beuf), du sérum antiglobulinique, 

du sérum de P.C.E. et du sérum normal. Etude comparative de 

l’'action du chauffage et du caractére complet ou incomplet des 
anticorps sensibilisants. 


Numéros : r 2 3 6 


- 3 tIso-im- :Iso-{mmun: ; :Immun. t 
Serum s anti-A:mun serumssérum A ‘trum antitrum antishomme:lapin : 
3 3B t :Rh incouwg Rh comp: i : 

: 3 : : : : 7 3 

Globules rouges tHomme A:Homme B :Homme A tHommeORhtHomme O : Boeuf Boeuf: 
: t t H t Rh + 3 : H 


Sérum non cnauffé 


+ Bau Physiologique 
+ sérum antiglobul, 


rum normal (2x) 
" " (4x) 


Sérum chaurfé 


Fau physiologique 
Serum antiglobul. 


eo EA 


+ +e tit + 
i) 
no] 
4 


serum normal (2x) 


d'un homme immunisé avec la substance A ou B, se trouvent en 
abondance des iso-immunagglutinines. Ces agglutinines fixent Je 
complément quand elles sont mises en présence de la substance 
du groupe sanguin correspondant. Cet immunsérum est dilué 
selon une progression géométrique de raison 2 avec de l’eau 
physiologique, puis ajouté a la suspension des hématies humaines 
homologues ; l’adjonction de sérum rhumatisant provoque une 
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accélération de agglutination, au méme degré que celle entrainée 
par le sérum antiglobulinique, si ce dernier est employé a la 
place du sérum rhumatisant. Avec le sérum normal l’hémagglu- 
tination n’a pas été accélérée de facon aussi nette. Quand on 
chaulfe cet immunsérum 4 70° C pendant quinze minutes, il est 
privé presque complétement de son pouvoir hémagglutinant 
direct ; apres action du sérum antiglobulinique, ou du sérum 
rhumatisant, l’agglutination atteint un titre tres élevé. Avec le 
sérum normal, on n’observe pas une telle récupération de Vagglu- 
ination (tableau I, col. 2 et 3). L’iso-immunsérum anti-A, saturé 
peu a peu par la substance A, devient incapable d’agglutiner les 
hématies A dans l’eau physiologique ; mais on peut faire réappa- 
raitre l’agglutination par l’addition du sérum antiglobulinique 


Eau physiologique 


+ sérum antiglobulinique 


+ AAF (2 X) 


+ Sérum normal (2 x) 


20 80 520 1280 


Titre agglutinant. 


Fic. 1. — Influence de IAAF sur l'agglutination des hématies humaines A 
sensibilisées par un iso-immunsérum anti-A, chauffé quinze minutes a 70’, 


ou du sérum rhumatisant. Avec le sérum normal, la récupération 
de’ l’agelutination a été trés faible (fig. 1 et 2). 

Nous avons recherché si l’on peut, aprés absorption, récupérer 
VPAAF par élution, comme lI’a signalé Greenbury. 

A 10 ml de sérum rhumatisant ont été ajoutés 10 ml d'une 
suspension 4 3 p. 100 des hématies humaines A sensibilisées par 
un iso-immunsérum anti-A. Aprés un séjour de trente minutes 
a la température du laboratoire et une centrifugation lIégére, on 
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a débarrassé de ce mélange le surnageant aussi parfaitement que 
possible, laissant l’agrégat des hématies. Ce dernier, lavé deux 
fois dans l’eau physiologique, a été mis dans une solution de ‘a 


Eau physiologique 


+ Substance A (80 x) 


+ Substance A (40 X) 


+ Substance A (40 X) 
plus sérum anti-globu- 
linique 


+ Substance A (40 x) 
+ AAF (8 X) 


+ Substance A (40 x) 
plus sérum normal 


Titre agglutinant. 


Fis. 2. — Epreuvye de la neutralisation de liso-immunsérum anti-A par la 
substance A et influence de VAAF sur cet immunsérum neutvalisé. 


TasLteau Il. — Epreuve d’élution de IAAF. 


Dilution 
40 80 160 320 640 1280 
Sérum rhumatisant 
Surnageant avant 

addition de la 

substance A (1) 


te " (2) 


Surnageant aprés 
addition de la 
substance A (1) 


" (2) 


Une suspension d’hématies humaines A  sensibilisées, agglutinées par le sérum 

rhumatisant, est centrifugée. Le surnageant est soumis A la réaction de Waaler- 

Rose et lagglutinat est lavé une fois, puis mis dans une solution de substance A. 

Aprés centrifugation de cette suspension le surnageant est de méme soumis A la 

réaction de Waaler-Rose. (1) et (2) imdiquent respectivement le surnageant obtenu 

apres centrifugation de premiére et deuxigme suspension globulaire, la dernidre 
obtenue par lavage de l’agglutinat de la premiére suspension. 


> 
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substance A diluée avec de Veau physiologique a raison de 
25 p. 100. Les hématies ont été remises en suspension et leur 


agglutination a été dissociée en deux a trois minutes. On a cen- 
triflugé cette suspension aprés un séjour de trente minutes a fa 
température du laboratoire et mesuré le titre agelutinant du 
surnageant ainsi obtenu, vis-a-vis des hématies de bceuf  sensi- 
bilisées & l’usage du test de Waaler-Rose. 

L’agglutination des hématies humaines A sensibilisées, entrainée 
par la présence du sérum rhumatisant, a disparu a la suite d’addi- 
tion de la substance A. Le surnageant, obtenu aprés centrifuga- 
tion de cette suspension, renferme le facteur activateur de l’agglu- 
timation vis-a-vis des hématies de beeuf sensibilisées (tableau II). 


3° L’AAF et Viso-agglutinine anti-Rh. — A chaque tube conte- 
nant Viso-immunsérum anti-Rh complet ou incomplet, dilué selon 
une progression géométrique de raison 2, a été ajouté un volume 
égal d’une suspension a 1 p. 100 des hématies du groupe O Rh- 
positif. Les tubes sont placés pendant trente minutes au_bain- 
marie a 37° C. Les hématies ainsi sensibilisées, lavées trois fois 
dans l’eau physiologique, ont été employées pour la réaction 
d’agglutination avee le sérum rhumatisant ainsi que, comme 
témoins, avec le sérum antiglobulinique ou le sérum normal. 
Aprés quatre heures a la température du laboratoire, la lecture 
a été faite 4 l’aide du miroir concave. 

Le sérum rhumatisant a agglutiné les hématies humaines du 
groupe O Rh-positif sensibilisées avec le sérum anti-D incomplet, 
avec une intensité presque égale 4 celle du sérum antiglobulinique. 
Avec le sérum normal l’agglutination n’est que légére (tableau I, 
col. 6). 

Pourtant, certains sérums rhumatisants, bien qu’ils soient posi- 
uifs a la réaction de Waaler-Rose utilisant des hématies de boeuf 
sensibilisées, ne révélent pas de fagon nette de pouvoir hémag- 
glutinant vis-a-vis des hématies O Rh-positives sensibilisées par 
le sérum anti-Rh incomplet. 

Nous n’avons pas noté d influence importante du sérum de 
rhumatisants, non plus que du sérum antiglobulinique, sur lageglu- 
tination des hématies humaines O Rh-positives sensibilisées par te 
sérum anti-D complet (tableau I, col. 7). Le sérum anti-D complet, 
ulilisé pour cette agglutination, est privé de son pouvoir agglu- 
tinant apres chauffage d’une durée de trente minutes a 70° C et 
on ne peut pas Je récupérer méme aprés addition du sérum anti- 


globulinique ou de sérum de rhumatisant. 


4° [2AAF et Vhétéro-agglutinine naturelle ainsi que Vimmun- 
agglutinine vis-a-vis des hématies de beeuf. — Nous avons utilisé 
le sérum humain comme source d’hétéro-agglutinines naturelles 
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vis-a-vis des hématies de boeuf, et l’immunsérum de lapin homo- 
logue comme donneur des immunagglutinines vis-a-vis des héma- 
ties de beeuf. 

A chaque tube contenant 0,25 ml du sérum humain ou de 
Vimmunsérum dilué avec de l’eau physiologique selon une pro- 
gression géométrique de raison 2, on a ajouté un volume égal 
d’une suspension 4 3 p. 100 d’hématies de boeuf, puis de sérum 
de rhumatisant. 

Le sérum de rhumatisant n’exerce pas d’effet sur agglutination 
des hématies de boeuf sensibilisées par le sérum humain. Le s¢érum 
humain a été privé du pouvoir agglutinant aprés un chauffage de 
trente minutes a 70°C et ne l’a pas récupéré par l’addition de 
sérum rhumatisant (tableau I, col. 8). Le titre d’agglutination 
de Vimmunsérum vis-a-vis des hématies de beeuf n’a_ pas 
changé apres chauffage a 70° C pendant quatre-vingt-dix minutes 
(tableau I, col. 9). Ainsi on a observé, a l'aide du sérum de 
rhumatisant, l’élévation du titre agglutinant des hématies de boeuf 
sensibilisées par un immunsérum, mais l’impossibilité de détruire 
les immunagglutinines completes par chauffage. 


Discussion. 


Pour nous limiter au but de l’expérience décrite ci-dessus, 
destinée & comparer les agglutinines naturelles de litre élevé, avec 
les immunageglutinines provenant du sérum dianimal de méme 
espéce, nous nous sommes servis de sérum humain possédant les 
iso-agglulinines naturelles anti-A ou anti-B. Les résultats obtenus 
ont été les suivants : 


L’agglutination des hématies humaines A ou B, dont la sensi- 
bilsation a été réalisée avec des iso-agglutinines naturelles, n’est 
pas influencée par PAAF ; au contraire, les hématies humaines 
sensibilisées avec les immunagglutinines anti-A ou anti-B ont Teur 
agglutination facilitée par ’AAF. En conséquence, si l’on tente 
d’expliquer les résultats obtenus antérieurement (l’AAF exerce 
une action sur les hématies de boeuf ou de chévre sensibilisées par 
un immunsérum de lapin homologue, mais non pas sur celles 
sensibilisées par un sérum humain), il semble plus raisonnable 
d’envisager V’action unique de l’AAF sur les immunagglutinines 
que de tenir compte de la différence entre le sérum humain et 
celui de lapin ou de Ja difference du taux d’agglutinines. 


On admet que les iso-agglutinines naturelles anti-A ou anti-B 
ne fixent pas le complément au moment de la réaction avec la 
substance A ou B, alors que les immunagglutinines anti-A ou 
anti-B le font. Nous avons rapporté antérieurement que ?AAF 
est en relation étroite avec le complément, et sachant que lAAF 
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m’exerce son effet que sur les immunagglutinines anti-A ou anti-B, 
nous pourrions souligner ce nouveau fait a Voccasion de la 
discussion au sujet de V’analogie entre )AAF et le complément. 

D’aprés Hummel, les sérums naturels sont dépourvus d’agelu- 
linines incompletes, qui se trouvent de facon générale dans les 
iImmunsérums ; le taux des agglutinines incomplétes du sérum 
normal est plus faible que celui de ’immunsérum. Ainsi on peut 
supposer que, si l’AAF exerce son effet uniquement sur les 
immunagglutinines, c’est parce quil ne réagit quavec les agglu- 
tinines incomplates. Nous avons observé, comme d'autres auteurs, 
Vaction de ?AAF sur les agglutinines incomplétes anti-D, mais 
non pas sur les agglutinines completes anti-D. Toutefois, en 
tenant compte du fait. que certains sérums de rhumatisants sont, 
dune part, positifs pour la réaction de Waaler-Rose utilisant 
les hématies de beeuf sensibilisées par un immunsérum de lJapin 
homologue, mais, d’autre part, négatifs pour la réaction de 
Waaler-Rose utilisant les hématies humaines sensibilisées par un 
immunsérum anti-D incomplet, on ne peut pas prétendre que les 
facteurs responsables de ces deux réactions poss¢edent un carac- 
tere idenlique. De plus, ’immunsérum anti-Rh renferme unique- 
ment des immunagglutinines, a l’exclusion d’agglutinines natu- 
relles. Il faut remarquer que l’immunsérum anti-Rh, qu’il soit de 
type complet ou de type incomplet, est produit par immunisation. 
Par conséquent, on ne peut pas employer Vimmunsérum anti-Rh 
pour analyser l’action de !AAF sur les agglutinines naturelles. 
Enfin, pour débarrasser Vimmunsérum anti-Rh des agglutinines 
incomplétes, on se sert de la méthode de chauffage, qui ne 
s’‘applique pas facilement aux autres agglutinines completes, 
surtout celles des immunsérums. 

Par contre, pour éliminer les agglutinines completes des iso- 
immunsérums anti-A ou anti-B, on peut se servir, a cdlé de !e 
méthode de chauffage, de l'absorption spécifique a Vaide de ta 
substance A ou B. 

Si on élimine l’action des agglutinines completes de Vimmun- 
sérum, employant une de ces deux méthodes, et qu’on sensibilise 
les hématies humaines du groupe A ou B par cet immunsérum 
traité et homologue, on voit, en y ajoutant le sérum rhumatisant, 
Vageglutination apparaitre de fagon remarquable, comme si l'on 
ajoulait du sérum antiglobulinique de Coombs. 

Quand on dissocie l’agglutination préalablement formée, par 
emploi de la substance du groupe sanguin correspondant, le 
liquide surnageant obtenu aprés centrifugation posséde le facteur 
activateur d’agglutination vis-a-vis des hématies de boeuf sensibi- 
lisées. Ainsi, on peut identifier le facteur qui a activé la fonction 
des immunagglulinines incompletes anti-A ou anti-B avec [AAF. 
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Les résultats présentés ci-dessus nous ont fourni les renseigne- 
ments suivants : ! AAF posséde une fonction analogue a celle du 
sérum antiglobulinique ou des conglutinines de Wiener; pour 
cette raison il réalise l’activation des agglutinines incompletes. 
Cette conclusion ne peut pas suffire & expliquer la nature de ja 
réaction de Waaler-Rose, parce que nous n’avons pas pu détruire 
les immunagglutinines completes anti-globules rouges de beeuf par 
chauffage 4 70° C pendant quatre-vingt-dix minutes, de méme que 
nous ignorons tout de la substance antigénique qui est capable 
d’absorber spécifiquement les immunagglulinines completes anti- 
globules rouges de boeuf. Rappelons ici les résultats intéressants 
des expériences de Jochem, Eyquem et Jacqueline, qui ont 
démontré que l’aptitude d’un immunsérum a révéler le facteur 
activateur dépend essentiellement d’un rapport des titres de 
Vhémagglutinine compléte et de lVhémagglutinine incomplete, 
décelable a l’aide de globules rouges papainés. 

Comme activateur d’agglutinines incomplétes, on connait le 
sérum antiglobulinique de Coombs et les conglutinines de Wiener, 
le premier spécifique, le second non spécifique. Par quel méca- 
nisme l’AAF exerce-t-il son action sur les agglutinines incom- 
plétes ? Nous avons exposé dans une communication antérieure 
que ’AAF peut étre considéré comme activateur non spécifique 
de l’agglutination. Dacie a constaté que le complément est néces- 
saire a la fixation des agglutinines incomplétes a froid. Le sérum 
de P.C. E. peut activer les agglutinines incomplétes de facon 
beaucoup plus remarquable que le sérum normal; par consé- 
quent, on est obligé d’envisager que, méme si | AAF ne participe 
pas a la réaction spécifique entre antigéne et anticorps, c’est un 
facteur qui ne s’observe pas dans le sérum normal, ou que s’il 
y existe, on le retrouve dans le sérum rhumatisant a un taux 
bien plus élevé. Quelques auteurs considérent l’AAF comme I’auto- 
anticorps spécifique d’une fraction du sérum humain. Rappelons 
que Milgrom a découvert, dans le sérum humain, un anti-anticorps 
qui, en apparence, exerce l’action du sérum antiglobulinique. Cet 
anli-anticorps posséde un caractére différent du sérum anti-globu- 
linique de Coombs car il n’exerce son action spécifique que sur 
un anligéne déterminé, et son action n’est neutralisée que par 
lantigéne correspondant. 

Nous avons aussi constaté que certains sérums de P.C. E. 
nont pas activé agglutination des hématies humaines O Rh-posi- 
lives sensibilisées par immunsérum anti-Rh, mais qu’ils ont activé 
agglutination des hématies humaines A sensibilisées par un 
immunsérum anti-A. Toutefois, nous avons aussi confirmé que 
AAFP, élué des hématies humaines A sensiblisées par un immun- 
sérum anli-A, est capable d’agglutiner des hématies de beeuf sensi- 
bilisées par un immunsérum de lapin homologue. 
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Nous avons rapporté antérieurement qu’un facteur activateur, 
semblable & PAAF, a été produit chez le lapin par immunisation 
a l'aide de streptocoques ou de Salmonella pullorum. Svartz a 
aussi signalé la production expérimentale de PAAF. Ces résultats 
nous enseignent qu’il n’en reste pas moins possible de considérer 
VAAF comme un facteur semblable a l’anticorps, agissant de 
facon relativement spécifique sur l’antigéne, ce qui peut étre pro- 
duit au cours d’immunisations. 

Quelles que soient son origine et sa nature, on peut placer 
VAAF, du point de vue de sa fonction, au milieu d’une série de 
facteurs activateurs classés comme suit par ordre de spécificité 
vis-a-vis de l’anugéne : Vanticorps de Milgrom, le sérum_ anti- 
globulinique de Coombs, les conglutinines de Wiener, le com- 
plément, et le considérer comme un facteur activateur contre 
Panticorps incomplet. 


CONCLUSION. 


1° L’AAF active Vagglutination des hématies humaines du 
eroupe A ou B sensibilisées par un iso-immunsérum anti-A ou 
anti-B et il le fait en potentialisant les iso-immunagglulinines 
incompleétes. 

2° L’AAF active, de facon moins fréquente, agglutination des 
hématies humaines du groupe O Rh-positif sensibilisées par un 
immunsérum anti-D incomplet. I] n’exerce pas d’action sur les 
iso-agglutinines complétes anti-D. 

3° Les résultats présentés nous enseignent que PAAF exerce 
son action sur l’immunanticorps, mais non pas sur l’anticorps 
naturel, car ce dernier n’a pas le caractére incomplet. 

4° L’AAF est considéré, du point de vue de sa fonction, comme 
un facteur activateur d’anticorps incomplet, disposant d’une spéci- 
ficité relative. 


SUMMARY 


Strupy ON THE MECHANISM oF THE WAALER-ROSE REACTION. 


1. AAF (agglutinating activating factor) increases agglutination 
of human A and B erythrocytes, which have been sensitized by an 
anti-A or anti-B immune serum. This action is due to the acli- 
vation of incomplete immune agglutinin. 

2. AAF also activates, but less frequently, the agglutination .of 
O Rh+ erythrocytes which have been sensitized by an incomplete 
anti-D immune serum. It has no action on complete anti-D iso- 
agglutinin. 

3. The findings demonstrate that AAF exercises its activity on 
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the immune antibody and not on the natural antibody, because 
the latter contains no incomplete antibody. 

4. AAF seems to be an activator of incomplete antibody, pos- 
sessing a relative specificity. 
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RECHERCHES IMMUNOLOGIQUES 
DANS LES LEPTOSPIROSES 


par N. CONSTANTINESCO et Olga ZAVATE (*). 


(Institut D™ I. Canracuzéne, Filiale de Jassy) 


La réaction d’agglutination-lyse permet J identification des 
types de leptospires isolés et sert a établir la spécificité des anti- 
corps. Beaucoup d’autres aspects immunologiques restent encore 
a élucider : le choix de l’animal-test permettant une expérimen- 
tation aisée sur Pimmunité en général et sur la vaccination en 
particulier, sur la transmission des anticorps maternels au nou- 
veau-né et sur l’immunisation passive par l’intermédiaire du lait. 
Dans la présente note sont exposés les résultats de nos recherches 
concernant ces derniers aspects du probléme de limmunité dans 
les leptospiroses. 


A. — SENSIBILITE ET REACTIVITE DU RAT BLANC [7]. 


La sensibilité du rat blanc dépend du type de leptospires : 
insensible a l’égard de L. hebdomadis, cette espéce animale fait 
une infection asymptomatique avec L. sejroe et L. pomona {A}, 
ou peut ¢tre trouvée nalturellement infectée par L. ictero-haemor- 
rhagiae [8, 9, 44]. Dans nos propres recherches, L. canicola, 
L. sejroe, L. grippo-typhosa et la souche autochtone de lepto- 
spires « 396 » (isolée par D. Combiesco et N. Sturdza d’abord 
chez des Rattus norvegicus, ensuite chez Vhomme, chez des 
porcins, chez des bovins et identifiée 4 L. pomona [{4, 5}) ont été 
inoculés a des rats blancs par voie péritonéale. L’infection s’est 
manifestée uniquement par la présence des germes dans le sang 
au cours des quatre premiers jours, avec persistance dans le rein 
pendant au moins deux cents jours. L’immunité a été mise en 
évidence soit par la leptospirolyse in vivo (c’est le phénoméne 
classique de Pfeiffer, appliqué récemment par Tani, Matsubara 
et Hayashi [10] comme test d’immunité dans la syphilis expéri- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 mars 1958. 


42 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


mentale), soit par la réaction d’agglutination-lyse in vitro (RAL), 
employée couramment pour le diagnostic des leptospiroses. 


TecuNiqguE. — Pour la premiere de ces réactions, l’animal recevait 
dans le péritoine 0,25 & 1 ml d’une culture de leptospires agée de 
6 jours ; apres une heure, il était sacrifié, surtout lorsqu il s’agissait 
de nouveau-nés, et la sérosité péritonéale examinée a J ultramicro- 
scope. Le phénoméne de Pfeiffer a été considéré positif lorsque les 
leptospires ont été trouvées en grand nombre au cours des six pre- 
miéres heures, puis ont disparu du péritoine aprés quarante-huit 
heures, malgré la généralisation de l’infection. 

La réaction d’agglutination-lyse (RAL) a été pratiquée in vitro avec 
des cultures de leptospires mises en contact sur lame avec des dilu- 
tions de sérum sanguin d’aprés la technique usuelle. Les ratons nou- 
veau-nés ont été saignés par décapitation, le sang récolté dans des 
verres de montre et les dilutions faites par gouttes de sérum. 

Ajoutons que dans les tableaux accompagnant notre texte nous nous 
sommes limités 4 un seul exemple pour chaque expérience et nous 
avons fait abstraction des animaux témoins, dont le sérum sanguin, 
pur ou dilué, n’a d’ailleurs jamais donné la moindre trace d’aggluti- 
nation, quel que fit le type de leptospire. 


La vitesse avec laquelle s’installe limmunité est assez grande, 
la présence d’anticorps ayant été constatée dés les trois premiers 
jours aprés linfection (tableau I). Ces résultats confirment les 


TauLeau I. 
Rats : Phénomene| Réaction d’agglutination-lyse avec L. sejroe 
Nes Infection] Intervalle de 
Pfeiffer 7| 1/10 1/100 | 1/200 | 1/400 |1/800 

492 |L sejroe| 2 jours 0 0 ie) = = = = 

495 ti a t++ +++ fo) - - = = 

497 f a, +e L+t+[Ltt++ | +44) 44 + 9) 

499 i Daan +++ 0 | Lt4++]L+++ |L+++] +++ | +44 | ++ 
0, réaction négative; +++, leptospirolyse totale dans le phénoméne de Pfeiffer ; 
+, ++, +++, degrés d’agglutination dans la RAL in vitro; L+++, leptospi- 


rolyse totale in vitro; —, Vexamen n’a pas été effectué. 


anciennes recherches de Pfeiffer et Marx (cités par Bordet [2)), 
qui avaient constalé V’apparition de la sensibilisatrice, dans fe 
sang ou dans Ja rate de un Aa trois jours aprés l’administration 
de vibrions cholériques, ainsi que celle, plus récentes, de Vieu- 
change et Galli [42] qui ont mis en évidence, dés le deuxiéme 
jour aprés l’infection, des anticorps neutralisants dans le tissu 
cérébral des lapins atteints d’encéphalite vaccinale expérimentale. 
Les deux réactions deviennent constamment positives, aux anti- 
corps rigoureusement spécifiques ; en plus, dans l’agelutination- 
lyse nous n’avons jamais vu apparaitre de coanlicorps, tels qu’on 
les rencontre dans d’autres espéeces animales ou chez homme 
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TasLeau II. 


Rats : Réaction d‘agglutination-lyse “in-vitro avec: 
Nes Infection ; 
L.pomona|L.canicola|Ll.sejroe| L.gr.typhosa 
22\ L. pomona ie (0) (e) 0 
(ArH L. canicola (0) ee teter (0) ie) 
496 |L.sejroe 0 0) L +++ 0) 
| 500a | L. gr-typhosa O (0) ie) esi ats 


Méme légende que tableau I. * Réaction avec du sérum dilué 1/10 et 1/100. 


(tableau II). Toujours absents chez des rats blancs normaux, les 
anticorps sanguins peuvent atteindre chez les animaux immunisés 
des titres assez élevés de 1/12 800 a 1/25 600, persistant au moins 
pendant deux cents jours aprés l’infection. 


B. — IMMUNISATION ACTIVE DANS LES LEPTOSPIROSES [8]. 


La réactivité a des anticorps spécifiques fait du rat blanc 
Vianimal d’élection pour l'étude de Vimmunité dans les lepto- 
spiroses, et elle nous a permis d’effectuer avec cette espéce ani- 
male des recherches sur la capacité immunogéne de différents 
vaccins. Ainsi, le vaccin formolé, administré en une a trois doses 
de 0,1 4 0,5 ml par voie péritonéale chez 76 rats blanes, a pro- 
voqué, dés le quatriéme jour, l’élaboration d’anticorps spéci- 
fiques, sans que le ttre soit nettement conditionné soit par le 
nombre des doses, soit par la quantité de vaccin. Dans le 
tableau III sont rapportés les titres enregistrés deux mois et demi 
apres la premiére dose vaccinante. 


TasieAu III. 


Doses de vaccin Nombre Réaction d’agglutination—lyse /n-vitro avec L.pomona 
anti- L.pomona | es rats 
vaccinés | !/400 | | /800]1/1.600/1/3.200]1/6.400}1/12.800]!/25.600 
<x 0,50m! 9 | 2 2 2 | | = 
<0,25ml 9 — 2 3 2 | — | 
x0,!10mI 8 72 3 2 | = = ms 
x 0,50m! 9 | - | 2 2 2 | 
x0,25ml 8 = | 4 | | | = 
x 0,1! Oml 9 = 2 3 3 = | oe 
«0 ,50mI 8 - - - 3 3 2 ~ 
x0,25ml 8 a = 2 3 | 2 a 
<0O,!10m! 8 | z 2 | | | = | 


nombre d’animaux A réaction positive. 


_ 

.~) 

Ww 
is 
| 


Des résultats aussi favorables justifient la vaccination des por- 
chers par un vaccin formolé tué, monovalent, anti-L. pomona 396, 
dés leur arrivée dans un élevage de porcs contaminés. En effet, 
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les animaux de tels élevages, ainsi que les porchers, ont contracté 
l'infection par ce type de leptospires (RAL positive), dans les 
proportions suivantes [4] : 


Elevage R. =95 p. 100 des pores, 75 p. 100 des porchers 
Klevage Br. =96 p. 100 des pores, 36 p. 100 des porchers 
Klevage T. =83 p. 100 des pores, 14 p. 100 des porchers 
Klevage Bdj. =79 p. 100 des pores, 48 p. 100 des porchers 
Elevage P. N. = 60 p. 100 des pores, 48 p. 100 des porchers 


C. — TRANSMISSION DE L IMMUNITE MATERNELLE 
A TRAVERS LE PLACENTA ET PAR LE LAIT. 


Ehrlich et d’autres auteurs ont montré, il y a longlemps, que 
les anticorps de la mére traversent le placenta et sont transmis 
par le lait. Ainsi, l’enfant répond souvent par des réactions de 
Schick ou de Dick négatives a la suite de son immunisation 
passive par des anticorps d’origine maternelle. On a _ essayé 
d’appliquer avantageusement ce mode d’immunisation contre la 
diarrhée des veaux en vaccinant les vaches contre le germe en 
question {2]. La prophylaxie moderne se sert du lait provenant 
de vaches immunisées par vaccination contre certaines infections 
infantiles pour transmettre aux enfants l’immunité protectrice 
correspondante. La réactivilé prompte du rat blane nous a facilité 
étude expérimentale des conditions de transmission passive de 
Vimmunité maternelle. Nous avons recherché les anticorps chez 
des porcelets nouveau-nés pour établir les conditions de linstal- 
lation de l’immunité chez cette espéce animale trés souvent atleinte 
spontanément (60 a 96 p. 100) par la leptospirose a L. pomona 396. 


1° Transmission de Pimmunité maternelle dans V infection expé- 
rimenlale chez le rat blanc. — Nos expériences ont été effectuées 
sur 367 rats blancs dont 52 méres, 260 ratons et 55 rats témoins. 

a) Anticorps transmis a la fois a travers le placenta el par le 
lait. — Chez les 90 ratons issus de 24 rattes immunisées par le 
vaccin formolé tué, les réactions d’agglutination-lyse (RAL) in 
vitro et de leptospirolyse in vivo ont été constamment posilives 
jusqu’a Page de 30 jours, pour devenir négatives a l’époque du 
sevrage, vers le quarantiéme jour (tableau IV). Chez les 25 rats 
ou ratons normaux, ces réactions ont été négatives. 

b) Dissociation entre Vimmunité transplacentaire et celle trans- 
mise par le lait. — L’expérimentation a porté sur 228 animaux, 
dont 28 méres immunisées, 170 ratons et 30 rats ou ratons 
lémoins. Les nouveau-nés des rattes vaccinées ont été adoplés par 
des rattes normales et ceux de ces derni¢res adoptés par des 
rattles immunisées. Dans ces conditions, les nouveau-nés immu- 
nisés ont perdu les anticorps vingt jours aprés la séparation de 
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TasLeau IV. 


Lr 
_ Rats Vaccin ee me Age des Epspernare R.A.L. chez les ratons 
os : ie 
N anti mere | "Otons | preitter | 171 | 1710 {17100 |17200 

mére 164 | L.pomona||/25.000 = +++ - — ms 

raton 1640 — = 20 jours Soa coi ei |) Seana oF 

mére 40 |L.pomona ||/3.200 — +++ = = = 

raton 400 — = 30 u +++ L+++ |] L++] +4+ 

mére 39 |L.pomong |I/6.400 = +++ = = = 

[raton 39a _ — 4 " 10) 0 ie) (0) 


Méme légende que tableau I. 


la mére naturelle, tandis que les ratons normaux les ont acquis 
apres l’allaitement par une mére adoptive vaccinée (tableau V). 


TABLEAU Y. 


Rats 
Nes 


raton |85a 
959c 


mére 459 
raton 459a 
1@Sie 


mére 185 


: Reales 
Vaccin Anan lie 
anti mére 
L.pomona| |/400 

“Normale 10) 


Durée 
dallaite- 
ment 


| jour: 
20 un 


| jour 
20 " 


Phénomene 
de 


Pfeiffer 
(+++ 
+++ 
+++ 


R.A.L.chez les ratons 
\/| 1710 1/100 

L+++ |L+++ ) 

sen lectectets 0) 


Méme légende que tableau I. Les ratons a, b, etc. 
le méme numéro. 


proviennent des méres portant 


Le temps nécessaire a l’acquisition de limmunité par l’intermé- 
ciaire du lait provenant d’une mére immunisée est approxima- 
tivement de dix jours (tableau VI). 


Tasieau VI. 


F RAL. Durée |Phénoméne 
Rats Vaccin ahos Tatdtalicite: ats R.A.L.chez les ratons 
Nice anti mére | ment. Pteiffer | !/! | 1710 | 1/100 
mére 184 |L.pomona}\|/|.600 = State A = = 
ratonS!ila = = | jour fe) (e) 0 0 
he Oe = = 6 u (0) (e) fe} (0) 
te Oulelie = = Lei ean Smite letostects e+ | 
mére S11 Normale fo) = . © x = 
raton S11 f = = 11 jours (e} 0 (0) Om] 
= 
Méme légende que tableau I. 
c) Spécificité de Vimmunité. — Les anticorps transmis par le 


lait sont toujours du méme type que ceux de la mére naturelle 
ou de la mére adoptive. Ainsi, les ratons nés avec des anticorps 
d’un type de leptospires peuvent se charger par allaitement d’anti- 
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corps d’un autre type et devenir a la fois immuns pour l'un et 

. > ~ ? 
autre des leptospires. Le tableau VIL montre l’exemple d'une 
adoption croisée. 


TasLEAv VII. 


[ F RAL Phénomene| RAL. chez les ratons: 
nok MECN chevelle oy L canicola L. pomona 
Ngo anti mare ment. Pteiffer 

Ep Wee | 1/10 \/\ 1/10 
meére 146 L.pomona||/400 = +++) — - —- _ = 

raton 146a = eS |\7 jours} —- 0 (0) (0) ett + 

un 146b = = oon [teFE = (e) O |L+++!} + 
un 328c¢ = = ake — |+++) +++ + +++] ++ 
u 328d = = nog [ttt] mf] ttt + +++) ++ 
mére 328 |L.canicola||\/800 = — [+++ - - - — 
raton 3280 = = N7AOWRS |) oe la siaelitese as) a ) (e) 
" 328b = a= won O = L+++ ot ie) (0) 
" 146c — = " “ S Corn Bao mae (erst o = Ibe os 5 aerate 
alicia = = atte al EL Is a (Sc a Pas ae 


Méme légende que tableau I. L.p., L. pomona; L.c., L. canicola. 


2° Transmission de Vimmunité maternelle aux porcelets. — 
Les 35 porcelets issus de 7 truies, examinés périodiquement aprés 
la naissance, ont présenté des anticorps pour L. pomona 396 
seulement lorsque les truies respectives étaient elles-mémes immu- 
nisces, L’immunité des porcelets, traduite par la réaction d’agglu- 
tination-lyse in vitro, positive a des taux variant entre 1/800 
a 1/12 800, a persisté pendant toute la période d’allaitement, s’est 
atténuée vers lage de 2 mois pour disparaitre, sauf quelques 
exceptions, apres le sevrage. A lage de 6 mois, 74 p. 100 des 
pourceaux examinés avaient acquis les anticorps sériques a des 
taux élevés : 1/800 (4 p. 100), 1/1 600-1/6 400 (40 p. 100) et 
1/12 800-1/51 200 (56 p. 100). Cette fois-ci, l’immunité a été active, 
conséquence de Vinfection par L. pomona 396 dans un élevage 
dont 83 p. 100 des animaux avaient été contaminés par une 
leptospire de ce type. 


CONCLUSIONS. 


Le rat blane, inoculé avec diverses leptospires anictérigénes, 
fait une infection afébrile et septicémique au cours des quatre 
premiers jours. L’infection ou la vaccination par des leptospires 
luées déterminent constamment, dés les trois ou qualre premiers 
jours, Tapparition d’anticorps sériques rigoureusement spéci- 
fiques, a des titres élevés, qui ne sont jamais accompagnés de 
coanlicorps. 

La réactivité prompte du rat blane permet des études expéri- 
mentales sur l’immunisalion active a l’aide de différents vaccins. 
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Les recherches sur la transmission passive des anticorps mater- 
nels 4 travers le placenta et par le lait, en utilisant des adoptions 
croisées de ratons entre des méres immunisées et normales, ont 
étabh la durée de Vimmunité, dissocié ces deux possibilités 
d’immunisation des rejetons et précisé la période d’allaitement 
nécessaire a l’acquisition de |’état d’immunité. 

L’immunisation par voie transplacentaire et par le lait a égale- 
ment été observée chez des porcelets provenant d’élevages conta- 
minés massivement par un leptospire (L. pomona 396). 


SUMMARY 
IMMUNOLOGICAL STUDIES ON LEPTOSPIROSIS. 


Albino rats inoculated with various nonicterigenic leptospirae 
develop a nonfebrile and septicemic infection four days after 
inoculation. Infection or immunization with killed leptospirae 
always induce within three to four days, the development of high 
levels of strictly specific antibodies which are never associated 
with co-antibodies. 

The rapid reactivity of white rats allows experimental studies 
on active immunization with different vaccines. 

Studies have been realized on passive transmission of antibodies 
through the placenta and by the milk, by means of crossed 
adoptions between young rats and immunized or normal mothers. 
It was possible to state the duration of immunity, to dissociate 
the possibilities of immunization of young rats through the pla- 
centa and by the milk, and to precise the duration of lactation 
necessary for immunity. 

Immunization through the placenta and by the milk has also 
been observed in young pigs coming from stocks massively conta- 
minated by a leptospira (L. pomona 396). 
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CARACTERES BIOLOGIQUES ET SENSIBILITE 
AUX ANTIBIOTIQUES DE BACILLES 
DU GENRE PSEUDOMONAS 


par A. LUTZ, A. SCHAEFFER et Me M. J. HOFFERER (*). 


(Laboratoire Départemental de Bactériologie de Strasbourg 
[Directeur :-D* A’, laurz)) 


Depuis les travaux de Gessard, et en particulier ceux qui 
concernent la technique d’identificaion des germes pyocya- 
niques [4], de multiples recherches ont élé entreprises pour la 
détermination des caractéres biologiques et biochimiques de 
germes du genre Pseudomonas dont la classification présente de 
nombreuses difficultés. Pour une détermination plus complete, 
motivée en partie par certaines épidémies chez des nourrissons, 
de nombreux auteurs ont entrepris des études sérologiques des 
souches, dont els plus récentes sont celles de Gaby [2], Christie [8), 
Munoz [4} et Kéhler (1957) [5]. 

Le nombre croissant des infections du tractus urinaire, chirur- 
gicales, des entérites et syndromes pathologiques dus a ces 
germes devenus souvent prédominants aprés antibiothérapie (flore 
de substitution) et dont les porteurs sains sont nombreux, nous 
a conduits 4 étudier les caractéres biologiques et biochimiques de 
100 souches isolées récemment de produits pathologiques de 
malades des Hospices Civils de Strasbourg. 

Le but de_ce travail est : 

a) D’étudier leurs caractéres biologiques et biochimiques ; 

b) Leur sensibilité aux antibiotiques et, en particulier, a !a 
terramycine, 4 la framycétine, 4 la néomycine, a la polymyxine 
et a la colimycine, par rapport a celle rapportée pour les souches 
isolées en 1953. 

c) De rechercher les corrélations possibles entre les caracteres 
biologiques et biochimiques et la sensibilité des germes aux anti- 
biotiques. 

Voici la provenance et la distribution de ces souches chez 
Venfant et ladulte, qu'il s’agisse d’infections spécifiques ou 
mixtes ou de porteurs de germes (tableau I). 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 mars 1958. 
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TaBLeAu I. 


Aspect Aspect bactériolegique __| | Aspect bactériologique | 
Enfanl Adulte | To Tola/ Pur Associe 
t ttt Assez nombreux Rares 
Urines a 
-dabceés 
Pius - plafes 
a brilures 


ree TP 
vary gueux 
a 
al 


Liquides 
aE 


| PROVENANCE 


ab 


=) 
OE Te ASS GS) 


a ore//es 


i 


u 
Ls) a 


Sept des dix infections urinaires & Pseudomonas pur, qui 
figurent dans ce tableau étaient purulentes. On sait que ces 
germes se rangent parmi les plus résistants des infections uri- 
naires. Voici que Iques stalisuques montrant leur fréquence de 
1949 & 1955, selon qu'il s’agit d’infections dues uniquement a ces 
germes ou d’infections mixtes, simples ou compliquées (tableau IT). 


Tasieau II. 
| aa Cole é ‘Ca UM et\Carr - Erlanson ec |Sarrod [Keer eé 
| AureuRs Fava") | col oy =a a | 
Noribre ai'infeckions Eons) 150 of 125 ae neve | 88] 141 
Utinaires 
—————— : 
“pseldimanee’ 0%] 2%] 18 % tind 
Si, comme le montre ce tableau, les statistiques sont variées, 
on voit aussi que l’infection du tractus urinaire par des Pseudo- 


monas nest pas rare. Cette infection peut, dans certaines circons- 
tances, étre a Vorigine de bactériémies, comme .l’a montré 
Kerby [42] chez ladulte. Erlanson et Jénsson [9, 43], en étudiant 
la répartitioon de Pseudomonas pyocyanea selon huit groupes 


Nt% 
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cliniques, ont trouvé ces germes avec la plus grande fréquence 
dans les urines de malades du groupe I, souffrant d'une hyper- 
trophie ou d’un cancer de la prostate, et chez ceux des eroupes LIT 
a VI présentant soit un cancer vésical, soit des calculs urinaires 
des malformations congénitales, un diverticule de la vessie ou un 
rétrécissement de luretre. 


Par ailleurs, si le bacille pyocyanique est un hdte fréquent de 
lintestin et habituellement inoffensif, il peut étre l’agent de 
diarrhées et d’épidémies de diarrhées, en particulier chez des pré- 
maturés et des nourrissons. L’infection du nourrisson par Je bacille 
pyocyanique a été décrite par plusieurs auteurs, en particulier 
par Hirszfeld [44] et Jackson [45] et leurs collaborateurs. Nous 
avons pu observer 7 cas de diarrhée chez des nourrissons et 2 cas 
chez l’adulte aprés antibiothérapie. Des épidémies a Pseudo- 
monas ont été rapportées dans plusicurs pays. Signalons parmi 
les épidémies récentes celles qui ont fait lobjet des publications 
de Hunter et Ensign /46] qui a affecté 24 nouveau-nés, dont 9 cas 
de mort, de Moustardier et Durand 47} au Centre des Prématurés 
de Hopital des Enfants de Bordeaux, et de Lowbury et Fox [48]. 
Kerby a pu mettre en évidence des bactériémies chez 13 p. 100 
des adultes et 25 p. 100 des enfants présentant des entérites 
a Pseudomonas. 


Dans les otites externes on trouve fréquemment des bacilles du 
genre Pseudomonas. Sur 100 cas étudiés consécutivement, Salvin 
et Lewis [49] ont isolé ces germes trente-deux fois a l’état pur 
et seize fois associés A d’autres germes, c’est-a-dire au total dans 
45 p. 100 des cas. 

Kerby a trouvé dans 12 p. 100 des cas des bactériémies 4 Pseu- 
domonas a la suite d’otites moyennes chez des enfants. Signalons 
enfin que, de 1954 4 1957, nous avons constaté 14 cas de septi- 
cémies & Pseudomonas, dont 11 chez des enfants et 3 chez des 
adultes. 


A, — CARACTERES BIOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES DES SOUCHES. 


Nous résumons dans le tableau III les caractéres des 100 souches 
qui ont fait lobjet de cette étude. La cytochrome-oxydase a été 
recherchée d’aprés la technique utilisée en 1957 par Gaby et 
Hadley {20] pour identifier Pseudomonas aeruginosa, & savoir 
a 4,5 ml de bouillon de culture on ajoute 0,2 ml d’une solution 
d@a-naphtol & 1 p. 100 dans l’alcool éthylique a 95° et 0,3 ml 
de solution fraiche d’oxalate de p-aminodiméthyl-aniline & 1 p. 100 
dans l’eau (Difco) ; les tubes sont agités vigoureusement aux fins 
de mélange et d’oxygénation de la culture ; ; 1] apparait en quinze 
a trente secondes une coloration bleue. 
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La réduction des nitrates en nitriles est trés rapide. Ce stade 
de la réduction a été recherché au cours des douze heures qui 
suivent l’ensemencement (riche) en nitrate Broth Difco, Parmi 
les pigments synthétisés nous avons é¢tudié en premier la produc- 
tion de la pyocyanine. De nombreux auteurs ont étudié les besoins 
des souches de Pseudomonas aeruginosa en acides aminés pour 
la biosynthése de Ja pyocyanine, et en particulier Aubel ‘A 
Colin (24) (asparagine et tyrosine), Burton [22 et 23] (glycocolle e 
t-leucine), Grossowicz {24} (acide y-aminobutyrique, acide es 
lidone-carboxylique, acide 1(+)glutamique), ete. 

Nous avons élaboré le milieu suivant (L1), qui nous a donné de 
bons résultats pour la biosynthése quantitative de la pyoeyanine 
par une grande proportion de nos souches, & savoir : 


Acide) Le) elutamiiguies sc: eee ares 10 ¢g 
Extrait ede" levine DitcOm 15 reer ener iw 
IGélose® DLHCO cite creed eee ero 13,5 g 
Hau ndistill ewe ceky one reece career Geese Da 000) Senn 


Le pH est ajusté a 7,5. 


En moins de vingt-quatre heures, la coloration bleue des milieux 
apparait et attemt un maximum en quarante-huit heures. Nous 
avons dans tous les cas extrait Ja pyocyanine en chloroforme 
alcalin et vérifié son virage au rouge en milieu aqueux acide. 

Selon les souches productrices de pyocyanine, la gélose reste 
quelquefois teintée apres extraction au chloroforme alealin d’une 
couleur rouge violacée trés pale. D’autres fois, la couleur bleue 
lire tardivement un peu sur le bleu vert di & un mélange de 
pyocyanine et d’un pigment jaune qui colore le chloroforme. en 
jaune, la pyocyanine éltant passée au rose rouge en phase aqueuse 
acide, Quelques souches ne donnent qu’un pigment rouge (pyo- 
rubine de Meader {25}) et d’autres plus nombreuses ne donnent 
pas de pigments. 

Nous avons obtenu des pigments fluorescents en ajoutant au 
milieu ci-dessus du phosphate bi-potassique et du sulfate de 
magnésie dans les proportions suivantes (milicu L2) : 


Acide # [sae ee elnittanan C10 Clare ee ee i) o 
PO AKG He Ui kok cts Oconee ae Ucf5S (03 
SOM 89 2 teats cie eye ysai dt eee ete kee ee 2,5 g 
Extrait ide gle vanes DifComer ct eee ae eee 1 ate 
Ag@ars (Di1CO)” rand acer amet ee eee 13,5 g 
SENG) <oUSMNES pgegee eben cs ooounsb acco: q.s.p. 1000 ml 


Le pH est ajusté a 7. 


On inhibe ainsi ou on diminue fortement la biosynthése de ta 


pyocyanine et on observe aux rayons ultraviolets une fluores- 
cence plus ou moins accentuée 
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TABLEAU III. 


CARACTERI/S TIQUES % dle Souches 


Croissance sur gélose nuerilive g 37° 100° 


Crorssance a ¥7° 700 


Croissance 9 50° 


sHémolyse sur gélose qusang d 37° 


Croissance sur Simmons 


Réduction des nilrales en niLri tes 
Production Aindol 


Production Aupréase 


Catalase 


ICytochrome oxyolase 


Liquefaction dle la gélatine +++ 
gpres Z0jours a 18° = 


Croissance enlarl bourneso/é 
alealinisation 


pas ole changemenl du pH 


coggu/e 
peptonisation } Par Seale 
PRODUCTION DE PIGMENTS 
-sur milieu de Gessard glycerin€ 
bleu 
ver€ 
bleu-ver£ 
Jaqune 
mauve 
brun 


pas de pigments 


~-sur gélose dlacide lLipglutamigque (£74) 
peu oth 
si 
houge 
pas de pigments 


fProduction de pigments Fluorescents 
Sur milieu (L 2) 


Fermentationdes sucres 
(réaction frafche apres ¢yours) 
— glu cose 
- xylose 
- lactose 
— mannile 
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Signalons que Georgia et Poe [26] avaient obtenu en 1931 un 


bon rendement de pigments fluorescents sur le miheu suivant : 


ING CEMMEVENS | SeeMSHOM ae bOoobacEHsH Hop cod nde O04 0,3 ¢ 
PO GHIR gs is: ected ora ncaege age eee 0,05 g 
SO Me: 7 H,O ws sake ine eds ett eee ee eer 0,05 g 
Haw tclistiilées., gies. aaa eat ete q.s. p. 100 ml 


De son coté Turfitt [27] utilise pour la production d’un pigment 
vert fluorescent le ee suivant ott lextraction chloroformique 
ne permet pas de déceler de pyocyanine : 


NO SNE, (517,226 > oh. 5-4 hee patna eee Ol 2 
PO HK siren gacie Ronse tae aaron ree ee 0,025 ¢ 
SO Mee 7 E50) 4 eae eeteenie a ee a eee 0,025 2 
Band: <Gistillée «2. N-ocones ioe ener eee Ge Sew,  iUOle ml 


Le tableau III] résume les divers caractéres que nous avons pu 
analyser. 

Comme le montre ce tableau, 16 p. 100 de nos souches de 
Pseudomonas ne donnent pas de pigments bleus sur milieu Ll. 
Elles ont été isolées de produits pathologiques de sources trés 
diverses. A part ce caractére, aucune propriété particuliére ne 
nous a permis de les différencier des souches pigmentogénes. 
Elles donnent toutes des pigments fluorescents. Signalons a ce 
sujet que Weisglass et ses collaborateurs [28] ont montré par une 
étude électrophorétique la pluralité des pigments et des fractions 
fluorescentes isolés de Pseudomonas pyocyanea. En 1892, Charrin 
et Phisalix [29] ont déja montré que, sous Vinfluence de la cha- 
leur et de Vair, la fonction chromogéne du B. pyocyaneus peut 
étre détruite d’une maniére durable. De nombreux auteurs ont 
reconnu depuis, que non seulement un certain nombre de souches 
peuvent perdre la possibilite de faire la biosynthése de la pyocya- 
nine, mais qu’il n’est pas rare d’isoler des souches non pigmen- 
tées. Citons a ce sujet les travaux de Haynes [30], Stanley [34], 
Gaby [82 et 33}, Curbelo [34] et Wright et leurs collaborateurs 357 
Sur 81 souches productrices de pyocyanine 26 donnent un test de 
cytochrome-oxydase positif (haute concentration cellulaire de 
cytochrome-oxydase). Il en est de méme pour 15 des souches non 
pyocyanogeénes. 


B. — R&sULTATS DES TESTS DE SENSIBILITE 
A ONZE ANTIBIOTIQUES. 


Nous avons utilisé deux techniques, a savoir : 
1° ILa méthode des disques (I. P.). 
2° La méthode des dilutions en bouillon nutritif & pH. 7,2-7,3. 
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> Tea, Neve ’ : ord 
L’ensemencement a été fait d’une facon aussi uniforme que pos- 
sible a la concentration de 10—° germes par millilitre et la lecture 
aprés dix-huit heures a 37° pour la bactériostase. 


I. — EVOLUTION DES POURCENTAGES DE RESISTANCE DE 1953 a 1957. 


Les tests de sensibililé par la méthode des disques nous ont 
donné les résultats résumés dans le tableau IV. 


TaBLEAu TV. 


. CHLORAM- 
PENI C/LLINE ISTREPTOMYCING PHEN/COL JAUREOM YCINE| NEOMYCINE |FRAMVCE TIVE| POLY MYXINE 
EN ICO) 


a 


100 “fo 87% | 100% | 100% 


100 Yo 75% | 88,9 %\| 700% 


100% | 75,6 %| 78,8 %o| 96/F % Uf 51% 
100% | 92,7 %| 632% 100%| 56% 
100% |" 65%| §2%| 100% 10, 4% 


Ce tableau montre que : 

a) Les souches de bacilles pyocyaniques sont toutes résistantes 
ala pénicilline. Dans un travail récent Wright [85] a trouvé, sur 
110 souches de Pseudomonas, 8 souches productrices de péni- 
cillinase. 

b) De 1953 a 1957 le pourcentage des souches résistantes a la 
streptomycine diminue graduellement. 

c) Les antibiotiques les plus actifs sont, pour la thérapeutique 
locale, la polymyxine B, la framycétine et la néomycine. 

d) Cette méthode ne permet pas une bonne différenciation de 
Vaction des tétracyclines. 


II. —  CoNCENTRATION BACTERIOSTATIQUE ET BACTERICIDE DES 
SOUCHES ISOLEES EN 1957 D APRES LA METHODE DES DILUTIONS. 


Bactériostase. — Le tableau V résume les concentrations minima 
inhibitrices nécessaires dans les mémes conditions pour les dix 
antibiotiques suivants : streptomycine, chloramphénicol, auréo- 
mycine, lerramycine, tétracycline, framycétine, néomycine, poly- 
myxine, streptovaricine et colimycine. Rappelons que la colimy- 
cine (1) est un antibiotique polypeptidique dont les principaux 
acides aminés sont la D-leucine et la L-thréonine, isolé en 1950 
a partir de Bacillus colistinus par Yasuo-hoyama /|36). 


(1) Nous remercions Jes Laboratoires Smit, de Turin, pour la coli- 
mycine qu’ils ont bien voulu mettre 4 notre disposition. 
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TasLeau V. 


C. M. L. en g/ul 


2 
ANNEES >0,2-1|>7-5 |>5- 70 |>10-20|>20-4¥0|>¥0-400, > 700 


Cee ye. 1%, \24\ FFL SA vere 
(Base) 


hae 1G57 WOVE BIE | ASA FA Yo 


i 


T 

N AUREOMYCINE | YG Ys 16 Yo 5D Z| ROLE, EA, 

| 13%o| ¥APA LATA 52% 
TERRAMYCINE 

2% | 18%| 67%] 73% 

4 Ve | IG 7o| 32 %| 

32,24 55,7 %| 7I%| 43% 

FRAMYCE TINE 1 + 

ue | S54¥%| 29% 6% 

NEOMYCINE WPI. #3%| 34% Ove 

63 | Sis BL | 

LEB Te 

COLYMY CINE 2 §3 va ZY, 


TREPTOVARICINE 


E TETRACYCLINE ‘ 6 Wp 
| 


a 


POLYMYXINE B 


Ce tableau met en évidence les faits suivants : 

a) Les antibiotiques les plus bactériostatiques sont, par ordre 
décroissant : la polymyxine B et la colimycine, la néomycine et 
la framycéline, la terramycine, l’auréomycine, la tétracycline, La 
streplomycine, le chloramphénicol et la streptovaricine. 

b) Une diminution des souches résistantes 4 la terramycine de 
1953 a 1957 ; 87 p. 100 des souches sont inhibées par des C. M. I. 
de 0,5 a 10 ug/l. Cet antibiotique est plus actif que l’auréomyeine 
et la tétracycline, comme le montre le spectre présenté par la 
figure 1. 

c) Depuis nos premiers résultats publiés en 1953 [37] Vaccrois- 
sement des souches résistantes a la framycétine n’est que de 
3 p. 100. Il en est de méme pour la néomycine. 

d) 99 p. 100 des souches sont inhibées par des concentrations 
inférieures & i pg/ml de polymyxine B et 93 p. 100 par la 
méme concentration de colimyeine (C. M. I. maxima, 2 ug/ml), 
qui s’avére étre du point de vue local un antibiolique de choix. 

e) Les taux de chloramphénicol et de streptovaricine sont 
élevés. 

Par ailleurs, nos 16 souches non productrices de pyocyanine 
sont lrés résistantes a la streptomycine, mais aucune ne nécessite 
plus de 10 pg/ml de terramycine pour son inihibition. 

Si, grace a la polymyxine, a la colimycine, a la framycétine ct 
a la néomycine et dans certains cas la streplomycine, nous 
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sommes mieux armés pour la thérapeutique locale, le pronostic 
des infections générales, des septicémies est souvent grave. En 
effet, comme Pont montré de nombreux cliniciens et, en particu- 
lier, Debré et Mozziconacci {38} pour l’enfant, le traitement des 
infections & bacilles pyocyaniques est l'un des plus décourageants 
qui soit. 

Voyons, en effet, quelles sont les propriétés bactéricides de ces 
antibiotiques (tableau VI). 

Ce tableau montre que : 


a) Les antibiotiques les plus bactéricides pour les bacilles du 
genre Pseudomonas sont la polymyxine et la colimycine. En ce 


[asces) Alurcomyeine, 
= Terramyerne. 
= Tekracycine. 


Vv 


po 
(o) 


201) 01,( fas : 


as; 
@ 


qui concerne la polymyxine B ces données concordent avee celles 
de Kagan [89], Wright [85], Nietzmann [40], Andrieu (44), 
Weisz [42], Linzenmeier (48] et Weisbren [44] et leurs collabo- 
valeurs. 

b) Immédiatement apres ces deux antibiotiques polypeptidiques, 
viennent la framycétine et la néomycine dont le pouvoir bactéri- 
cide, quoique inférieur au précédent, a permis d’obtenir de tres 
bons résultats en thérapeutique locale. 

c) Le pouvoir bactéricide des létracyclines est faible. Comme 
pour la bactériostase, c’est la terramycine qui donne les meilleurs 
résultats. 
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TaBLeau YI. 


CONCENTRATIONS en 40g /r/. 


STREPTO- | CHLORAM- 4 rennamvcne| TETRA - lepamycerine| NEOMYCINE 
S| |AUREOMYCINMG TERR 


5B. |store] > 700 >700 60 ek 30 0,5 OF 
B. | 

N4.95¢ Nerve 

KM. 


PoLrmraiWe B) COLIMYCINE 


0,6 


stase 


cae 


CoNCLUSION. 


Celle élude met en évidence : 

a) La variabilité des caractéres biochimiques des souches de 
Pseudomonas que nous avons isolées de produits pathologiques. 
Si la pigmentogénése sur milieu a Vacide L(+) glutamique 
nous a permis une ¢ébauche de classification, elle ne peut étre 
rigoureuse élant donné que des souches peuvent perdre la pos- 
sibilité d’effectuer la biosynthese de la pyocyanine. 

Le test de la cytochrome-oxydase nous a donné des résultats 
tres variés pour des souches pigmentées et non pigmentées. 

b) L’antibiogramme effectué par la méthode des dilutions nous 
a permis de classer les antibiotiques les plus actifs d’aprés leur 
pouvoir bactériostatique et bactéricide dans Jlordre suivant : 
polymyxine B, colimycine, framycéline et néomycine, terramy- 
cine, slreptomycine. I] ya de grandes différences dans Vaction 


d 


des trois tétracyclines, dont la terramycine est la plus active. 
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Les 16 souches ne produisant pas de pyocyanine sont toutes trés 
résistantes 4 la streptomycine et au chloramphénicol, mais rela- 
tivement sensibles a la terramycine. 

Si un progres a été réalisé pour la thérapeutique locale, 
Varsenal thérapeutique des infections graves a Pseudomonas 
(septicémies, etc.) est encore trés pauvre vu la chimio-résistance 
d’un grand nombre de souches. 

Toutes nos souches élaient également résistantes A la nitro- 
furantoine, d’ot. VPintérét de la recherche de nouveaux agents 
antibactériens actifs et dénués de toxicilé. 


SUMMARY 


BIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL PROPERTIES AND SENSITIVITY 
TO ANTIBIOTICS or Pseudomonas. 


The experiments demonstrate : 

a) The variability of the biochemical properties of the Pseudo- 
monas strains isolated from pathological material. The pigment 
production on L(+) glutamic acid medium seems to allow 
a classification, but this classification cannot be precise, because 
certain strains may lose the capacity to realize pyocyanin syn- 
thesis. 

The cytochromoxidase test has yielded very inconstant results 
with pigmented or not pigmented strains. 

b) The different antibiotics may be classified as follows, as to 
their bacteriostatic and bactericidal activity : polymyxin B, coli- 
mycin, framycetin and neomycin, oxytetracyclin, streptomycin. 
There exist important differences between the activity of the three 
tetracyclins, oxytetracyclin being the most active. 

The 16 strains which do not produce pyocyanin are very 
resistant to streptomycin and chlortetracyclin, but rather sensi- 
live to oxytetracyclin. 

A progress has been realized in local treatment, but severe 
infections (septicemiae) are still very difficult to treat because 
of the chemo-resistance of a great number of strains. 

All the strains studied were resistant to nitrofurantoin. — It 
would then be very important to find new antibacterial agents 
which should be active and deprived of toxicity. 
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LA LYOPHILISATION DES LEVURES 


(DEUXIEME PARTIE.) 


par P. BRECHOT, L. GUIBERT et M™° CROSON 
[avec la collaboration technique de A. GENESTE et R. POIRIER] (*) 


(Institut. Pasteur. 
Service des Fermentations et Service des Allergénes) 


Dans un mémoire précédent [4] nous avons montré l’influence 
de divers facteurs susceptibles de modifier le taux de survie des 
levures lyophilisées : au cours de la congélation, la vitesse des 
échanges thermiques qui dépend de la conductibilité de la paroi 
joue un role important, comme [ont montré les mesures de 
survie aprés congélation des suspensions de levure introduites 
dans des flacons en verre ou en fer, plongés dans des bains 
& — 33°C et — 28°C. 

Tenant comple de ces résultats, nous essaierons, dans cette 
étude, de vérifier sil existe une température optima de congé- 
Jation du film de suspension, permettant d’obtenir le taux de 
survie le plus élevé. 

Dans les études traitant du choc thermique aux basses tempé- 
ratures (1) {[2, 3], comme Proom l’a remarqué [4], on ne trouve 
pas de renseignements précis sur une température optima de 
congélation en vue d'une lyophilisation, Ainsi que nous l’avons 
déja rappelé, les effets du froid sur les microorganismes sont mal 
connus [4]. Dans la présente étude nous essaierons de déterminer 
les conditions d’une congélation aussi peu meurtriére que possible. 

De plus, les études de V’action du froid sur les suspensions 
microbiennes ont tenu compte des conditions de la congélation 
et de la décongélation. Or, lorsquil s’agit de l'étude des effets 
de la ly ophilisation sur la survie, nous n’avons pas A nous préoc- 


(*) Manuscrit recu le 7 mars 1958. 

(1) De brusqwes variations de température provoquent un choc ther- 
mique susceptible de modifier le comportement physiologique des 
cellules vivantes. Dans cette étude nous ne considérons que les modi- 
fications du taux de survie aprés congélation dans diverses conditions. 
Le taux de survie est le rapport du nombre de cellules lyophilisées qui 
peuvent se multiplier aprés un temps de régénération suffisant, au 
nombre total des cellules vivantes dénombrées avant la lyophilisation. 
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des microorganismes provoquée par la 


puisque dans les conditions dune lyophilisation 
correcle la décongélation ne doit pas se produire au cours de 
cette opération. Toutefois, nous devons remarquer qu’il faut tenir 
compte de la variation de température dun film congelé & —70° C 
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rature de la source froide lors de la congélation : 


montre qu’au 


cours 


de ces travaux, 


sources froides a des températures trés différentes 


seuls, 4 notre connaissance, Hutton et ses collaborateurs [5| ont 
déterminé le taux de survie d’un germe_ lyophilisé, 
en fonction de la température du film de suspension 
les températures ne s’échelon- 
20 Cequenlon 


abortus, 


congelé soumis a la sublimation : 
nent que de — 10°C 4a — 85°C, et cst a 


obtient les survies les plus élevées. 


vermes 


zonorrheae (7) 


Levure basse (8) 


Neiss. 
gonorrheae (9) 


Vibrio cholerae |( 


D 201 H Bact. 
para colon (9) 


Bact. coli (10) 


Aussi, 


proposons d’étudier, d'une part, 
lation, d’autre part, le rdle de la température de la source froide 


Milieu de suspension} Température de 


gélatine nutritive 


bouillon 
solution minérale 


bouillon 
solution minérale 


sérum de cheval 


mist. dessicans + 
glucose 


$) mist. dessicans 
+ glucose 

mist. dessicans + 
Glucose 

mist. dessicans + 
Zlucose + exsudat 
ce ellulaire pe 


a 


a 


100 ml 


TasLeau I. 


congélation 


dessiccation. 
possible de cette aug- 


Survie p 


Dans ts 


la survie des cultures microbiennes 
désintéressés du réle de la tempé- 
le tableau I 
les auteurs ont utilisé des 


Néanmoins, 


Bacillus 


-402 
-782 C (Flosdorf et ikudd 

1938) 
cspice ses 10) 
15 
00 


-782 


62 


-62 C (Wickerham et An- 


dreasen 1942) 


a 


25 


=502 


dans la deuxiéme partie de notre travail, 
le role de la vitesse de congé- 


utilisée pour congeler la suspension de levure. 


33,7 


IL, il 
0,02 (dilution 


Misra 1938) 


29,6 


(dilution 

(eélatine 

(douteille 
tournante 


(gélatine 


(1 mois) (dilu- 
(tion ¢élatine) 


5 (iiles et Misra 


(numération en 
surface) 


nous 


« 100 


C (Mac Farlane 1942)| 23,6 (Miles et 


) 


nous 
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M&THODES EXPERIMENTALES. 


LEVURE ET CONDITIONS DE CULTURE. — Au cours de nos essais 
nous avons utilisé une levure de Pommard appartenant a l’espéce 
botanique Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus : l'étude des 
substances protectrices a été faite avec deux autres souches isolées 
de régions viticoles différentes : . 

Levure de Beaujolais : Brouilly (Sacch. cerevisiae var. ellip- 
soideus) ; 

Levure de Champagne (Sacch. oviformis). 

La levure ést cultivée & 25° C dans un fermenteur ayant une 
capacité utile de 150 1, en milieu peptoné de composition suivante : 


AON Sogudonodemor Sopot Hongda sqounasdoodan a0uon a, g 
(oye OW eM?A GodopoaossocGdnodnd oboacoon [OOO matiobsC line: 
Phosphate ebi-amlm oni qwenser jeeieeiastelsiotetteieltte sake esc; 
Phosphate smonopotassrq ue: erie ielseletierdernlerreincrteteikenetet 0,4 ¢ 
ING Cesirt e010 Wu omnGbOG GOO Uno CAO Gracgabuve.toc shoud 15 ¢g 
SaOCHATOSE eter erscreterens cies ou kcterer lepers acre teleren ar sRet ee Ney orto 100 g 
1 OE a Pe a OM OP can Onin INE COO ROE OFSS 00 cm 


Le pH est égal a 5,5 


Au cours de la croissance, le milieu étant faiblement aéré et 
la concentration en saccharose relativement élevée, il y a forma- 
tion d’alcool (5 a 6° G. L.); la levure est recueillie par centrifu- 
gation, lavée deux fois dans une solution tampon de phosphate 
monopotassique (15 g par litre), la levure est remise en suspen- 
sion dans le tampon phosphaté, cette suspension contient 4 a 
6 x 10° globules par centimétre cube. 

Tous nos essais ont été effectués avec des cultures de levure 
ayant achevé leur croissance, des auteurs ayant signalé que des 
cultures d’E. coli en phase logarithmique de croissance possédent 
une plus grande sensibilité au choc thermique (a 0° C) que les 
cultures ayant terminé leur croissance [44]. 

La suspension de levure est répartie dans les flacons en verre 
ou en tdle d’acier décrits dans la premiére partie de notre 
étude [47. Comme précédemment, nous introduisons 80 em? de ia 
suspension contenant 4 a 6 x 10° de globules par centimétre cube 
et 10 cm?’ dune solution saturée de saccharose; au cours de 
lexpérimentation qui fait objet de cette deuxiéme partie de notre 
étude, nous avons de plus ajouté 20 cm? de mott de biére (3) 


(2) Le touraillon, mis au préalable dans un nouet, est soumis A une 
extraction aqueuse & 100°C; A cet extrait aqueux on ajoute tous les 
autres éléments nutritifs. 

(3) Le mott de biére dont il est question ici, est un extrait de malt, 
préparé au laboratoire selon la technique officielle d’analyse du malt 
permettant une saccharification compléte de cet extrait. 
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uon houblonné dont l’effet protecteur, comme nous le verrons 
plus loin, s’ajoute & celui du saccharose. 


SUBSTANCES PROTECTRICES. — Afin d’obtenir des taux de survie 
aussi Glevés que possible, il nous a fallu rechercher un protecteur 
différent du saccharose dont l’action s’ajouterait A celle de ce 
glucide. L’achion des protecteurs a fait Vobjet de nombreux tra- 
vaux. dans le domaine de la lyophilisation. Fry en a fait une 
revue d’ensemble [42]: apres les glucides, ce sont les colloides 
qui sont efficaces, une solution constituée par 2/3 de bouillon 
glucosé a 30 p. 100 et 1/3 de sérum de cheval a été préconisée 
par Try et Greaves [9]. Record et Tayler [40] ont signalé qu’un 
exsudat cellulaire dE. coli, agissant a une dose de 0,3 g pour 
100 cm*, fait passer le taux de survie de 0,2 a 12 p. 100. De tels 
milieux de suspension ne peuvent convenir aux levures desséchées 
utilisées pour la fermentation des motits. Au cours de recherches 
sur la constitution d’un milieu de régénération des levures lyophi- 
lisées, nous avons été amenés a lyophiliser la levure dans du 
moult de biere; le tableau Il montre l’action protectrice du 
mowt de biére. 

Tasceau II. 


Lofit de Biére | Mofit de Biére} Saccharose 
+ seul 
Saccharose 


Sacch. oviformis 


Levure de Champagne 


Survie bleu de Méthyléne 55,7 pe cent T,5 De cent 


" étalement gélose 5552 i" 4,6 : 
Survie bleu de Méthyléne 83 Y 


Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus 
Levure Pommard 
Survie bleu de Méthyléne 
" " 
étalement gélose 
bleu de Méthyléne 


Levure Brouilly 
bleu de Méthyléne 


LYOPHILISATION, REGENERATION DES LEVURES LYOPHILISEES ET 
MESURE DU TAUX DE suRvIE. — La suspension de levure, répartiec 
dans les flacons, est congelée et desséchée avec l’appareillage 
utilisé dans la premiére partie de notre étude. La levure ainsi 
lyophilisée est introduite sous atmosphere d’azote dans des 
flacons en verre et conservés A la chambre froide (+4° C). 

L’échantillon de levure lyophilisée, dont le taux de survie est 


Annales de l'Institut Pasteur, 95, n° 1, 1958. 5 


66 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Oo 


A mesurer, est régénéré a la température de 28° C, en milieu 
liquide saccharosé a 10 p. 100, additionné des sels nutritifs 
usuels ; pour 1 1 de liquide de régénération, placé dans une fiole 
conique de 6 }, on utilise 5 g de levure desséchée ; la -concen- 
tration de la suspension de levure ainsi préparée est voisine de 
70 x 10° globules par centimétre cube. 
Apres quatre heures de réhydratalion, le taux de survie est 
mesuré par Ja coloration au bleu de méthyléne [43] et par étale- 
ment sur mout de biére gélosé [44]. Ces deux méthodes ont donné 
des résultats sensiblement concordants (tableaux II, II, IV et V). 


RESULTATS. 


INFLUENCE DE LA VITESSE DE CONGELATION ET DE LA TEMPERATURE 
DE CONGELATION. — On ne pourra pas exprimer la vitesse de 
congélation par l’abaissement de température dans l’unité de 
temps, car la variation de température de la face interne du 
flacon plongé dans le bain réfrigérant n’étant pas uniforme, la 
vitesse de congélation de la suspension de levure en contact avec 
la parol ne sera pas constante. 

Des mesures physiques trés précises ne font pas l’objet de cette 
étude, dans laquelle nous avons simplement voulu dégager le réle 
de différents facteurs pouvant faire varier le taux de survie. 

Aussi, 4 lexpression théorique de la vitesse de congélation, 
il est préférable de substituer Ja notion de temps apparent de 
la congélation, mais pour la commodité du langage l’expression 
« vitesse de congélation » sera conservée el, dans tout ce qui va 
sulvre, signifiera « temps nécessaire pour obtenir un film solide 
de suspension de levure ». 

Nous avons lyophilisé des suspensions auxquelles ont été ajou- 
tées des substances protectrices, saccharose et mott de biere, nous 
placant ainsi dans des conditions expérimentales différentes de 
celles que nous avions choisies pour effectuer la premiére partie 
de cette étude. 

La lyophilisation a été effectuée dans des récipients en verre 
et en fer. La congélation a été obtenue en plongeant les récipients 
dans des bains réfrigérants portés A des températures différentes 
pendant des temps variables. 


Premiére expérience. — Dans la premiére partie de notre 
étude [4, fig. 1] nous avions remarqué qu’en plongeant un flacon 
métallique dans un bain réfrigérant 4 — 33° C, ou un flacon de 
verre dans un bain 4 — 50° C, la paroi interne des deux récipients 
était portée a la méme température en cinquante secondes ; les 
taux de survie d’une méme suspension de levure lyophilisée dans 


a 


ces conditions de congélation sont indiqués dans le tableau III. 


(2) 
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Tasieau III. 


Taux de survie % 


bleu de Méthyléne | Etalement gélose 


Congélation dans le Fer 


50 secondes -—332 C 14 


Congélation dans le verre 
50 secondes -502 C 


Deuxiéme expérience. — La méme étude avait également montré 
que la température des flacons plongés dans des bains 4 — 33° © 
et — 50° C atteint sensiblement la température de la source froide, 
vers laquelle elle tend, en une minute lorsqu’il s’agit du flacon 
en fer et en trois minutes lorsqu’il s’agit du flacon en verre. Les 
récipients métalliques ont été plongés pendant une minute et les 
récipients en verre pendant trois minutes dans des bains réfri- 
gérants amenés aux températures suivantes : 33° C, 40° C, 
— 50° C, — 60° C, — 74°C. Les taux de survie sont indiqués 
dans le tableau IV. 


TABLEAU IY. 


Taux de survie &% 


bleu de Méthyléne | Etalement gélose 


Congélation dans le Fer 1 minute 
température de la source froide -332 


—402 
502 
-602 
-742 


Congélation dans le verre 3 minutes 
température de la source froide -—332 


402 
502 
602 


Dans le tableau V sont inscrits les taux de survie obtenus avec 
une autre préparation de la méme levure : la suspension a élé 
déposée dans les flacons métalliques maintenus également pen- 
dant une minute dans des bains amenés aux températures de 


ee se Cs a? Cet = On 
Troisieme expérience. — La suspension de levure a été congelée 


dans les récipients métalliques plongés dans un bain réfrigérant 
i — 33° C, pendant trois minutes. Le taux de survie observé a élé 
alors de 9;5 p. 100. 
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TasLeau VY. 


i bl 
Levure Pommard pedenrs eu 


loft de Biére +.Saccharose Méthyléne 


Température de congélation 33 p. cent 


Quatriéme expérience. — Dans un premier temps, les récipients 
métalliques ont été plongés pendant trois minutes dans un bain 
réfrigérant & — 33° C, aussitot apres, plongés dans un _ bain 
rélrigérant & — 74° C pendant trois minutes. 


TasLeau VI. 


taux de survie % 


bleu de Etalement 
Méthyléne sélose 
3 minutes & -332C 
Congélation dans puis 1,2 


le Fer 


3 minutes & -502C 
puis 2 Opt C0f 
3 minutes 2 -749C 


Congélation dans 


( 
( 3 minutes & -742C 
( 
( 
le verre 


De méme, les récipients en verre ont été plongés pendant trois 
minutes dans un bain réfrigérant & — 50°C et, aussitot aprés, 
plongés pendant trois minutes dans un bain réfrigérant A — 74° C. 

Les taux de survie observés sont indiqués dans le tableau VI. 


Discussion. 


Premiére expérience. — La premiére expérience nous permet 
de dire que lorsque les vitesses de congélation sont comparables, 
les taux de survie sont comparables (tableau III). 

Nous devons remarquer que nous ne saurions affirmer que les 
échanges thermiques soient Jes mémes dans les conditions de notre 
expérimentation. Toutefois, il semble bien que nous ayons réalisé 
la congélation dans des conditions relativement voisines. Mais ¢i 
une température de Vordre de —- 30° C de la paroi du récipient 
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vide a été atteimte en cinquante secondes, nous ne connaissons 
pas exactement la température atteinte par la paroi et le film 
congelé, la mesure de celte température n’ayant pas été faile. 

Néanmoins, on peut dire que les conditions de congélation dans 
les deux cas étaient voisines. Cette vérification nous semble tres 
importante, car elle montre que les taux de survie sont compa- 
rables lorsque les vitesses de congélation de la suspension sont 
sensiblement égales et bien que les sources froides soient a des 
températures différentes, C et — 50°C. 


Deuxiéme expérience. — Les tableaux IV et V montrent une 
baisse des taux de survie a partir d’une température voisine de 
— 40° C dans les flacons métalliques et a partir de — 30° C dans 
les flacons en verre. De plus, le tableau V montre que la congé- 
lation dans le flacon métallique avec une source froide a4 — 33° © 
est moins meurtriére que la congélation 4 — 25° C. 

En ce qui concerne le réle de la vitesse de congélation sur 
survie, quelques remarques doivent @tre faites. 


ei 


1° En plongeant les flacons dans Je bain réfrigérant & — 40° C 
pendant une minute, la température finale du film ne semble pas 
devoir dépasser — 30° C, 35°C, D’autre part, la congélation 
s'est effectuée & une vitesse plus grande que celle qui est obtenue 
dans les flacons en verre plongés pendant trois minutes dans le 
méme hain réfrigérant, la température finale du film congelé ne 
dépassant vraisemblablement pas 35°C dans les flacons en 
verre j1,. fig. 1}. 

On réalise ainsi des conditions expérimentales dans lesquelles 
la variable est la vitesse de congélation. Dans cette expérience, 
le réle de la vitesse de la congélation est nettement mis en évi- 
dence ; les taux de survie sont: 7 p. 100 dans les flacons en verre 
et 27 p. 100 dans ceux en fer. 

2° Lorsque le bain réfrigérant est porté 4 — 50° C, il semble 
que la température du film dans les deux types de récipients soit 
de l’ordre de — 45° C et — 50° C. Dans les flacons en fer, la 
vitesse de congélation a été plus grande, or nous obtenons des 
taux de survie sensiblement égaux. On peut dire que le film 
congelé atteignant une température voisine de — 50° C, la vitesse 
de congélation ne joue plus son role protecteur et le choc ther- 
mique détruit un grand nombre de cellules dans les deux types 
de récipients. 

Notons qu’a — 60° C, les taux de survie sont de 0,3 p. 100 
dans les flacons métalliques et inférieurs & 0,1 p. 100 dans le 
flacon en verre 

3° Lorsque la congélation de la suspension de levure est effec- 
tuée dans les pots métalliques plongés une minute dans un bain 
réfrigérant 4 — 33° C, la température du film ne peut atteindre 
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— 33° ©. S'il faut cinquante secondes pour amener la tempéra- 
ture du récipient vide a — 30°C, on coneoit que, du fait de 
apport calorifique de la suspension a congeler, cette temperature 
ne puisse étre atteinte au cours de la congélation de la suspension 
de levure : en effet, pour abaisser de 20° 4 — 30° © la tempe- 
rature de 650 g¢ de tole de fer, poids du flacon métallique utilise, 
il faut absorber 3500 calories et pour abaisser de méme la 
température de 110 g de suspension de levure, 5500 calories. 


Troisiéme expérience. — Si l'on maintient le flacon métallique 
& — 83°C pendant trois minutes au lieu d’une minute, le taux 
de survie s’abaisse et passe de 28 a 9,5 p. 100. 

De méme, si l’on maintient le flacon de verre & — 50° C pen- 
dant cinquante secondes au lieu de trois minutes, le taux de survie 
passe de 4 p. 100 a 20 p. 100 (tableaux III et IV). 

Il est vraisemblable, d’aprés la remarque faite plus haut, qu’en 
laissant pendant une minute le récipient de fer & — 33°C et 
pendant cinquante secondes celui de verre & —50° C, le film de 
suspension de levure n’a été amené qu’a une température de 
Vordre de — 20° C a — 25° C ; cette température correspond a la 
température de — 22° C définie par Wood et Rosenberg [45]. Ces 
auteurs ont montré, par des mesures calorimétriques, qu’a 
— 22° C, chez la levure, la quantité d’eau intracellulaire congelée 
est maxima. Remarquons de plus qu’au cours des deux premiéres 
heures de la dessiccation avec l’appareillage que nous avons uti- 
lisé [4, fig. 3], la température du film congelé se maintient 
a — 23°C. 


Quatriéme expérience. — Cette expérience confirme les conclu- 
sions précédentes sur le rdle de la vitesse optima de congélation. 

Lorsque l’on porte la suspension introduite dans un_ flacon 
métallique a une température de —74°C en deux étapes 
(tableaux IV et VI), on obtient un taux de survie qui est au moins 
dix fois plus grand que celui obtenu lorsque la congélation 
s'effectue en plongeant directement le flacon dans le bain réfri- 
gérant a — 74° C. 

I} semble bien qu'il y ait une vilesse optima de congélation 
quil ne faut pas dépasser. Lorsqu’on plonge le récipient dans 
un bain réfrigérant & — 33° C, la vitesse de congélation est bien 
moindre que lorsqu’on le plonge dans un_ bain réfrigérant 


a —= 74°C. 


En conclusion, il ressort de nos expériences que les deux fac- 
leurs, température a laquelle le film est porté et vitesse de congé- 
lation, ont une influence sur la survie. Nous devons remarquer, 
toutefois, que la dessiccation sous vide s’effectue a — 23° C pen- 
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dant les deux premiéres heures de la lyophilisation et que es 
vation de température du film gui passe de — 74° C a —28°G 
est un troisiéme facteur qui peut étre cause de ieee du 
taux de survie. 


CONCLUSIONS. 


Au cours de celle étude, nous avons essayé de déterminer 
influence de la vitesse de congélation et de la température 3 
laquelle le film congelé est porté, sur le taux de survie lorsqu’on 
lyophilise dans des ‘conditions déterminées des levures de Vespéce 
Sacch. cerevisiae, var. ellipsoideus. 

1° Lorsque les vitesses de congélation sont les mémes, les taux 
de survie, apres lyophilisation de deux échantillons d’une suspen- 
sion de levure, congelés lun dans un récipient en verre, l’autre 
dans un récipient en fer, plongés dans des bains réfrigérants 
portés respectivement & deux températures différentes, — 50° C 
et -— 33° C, sont sensiblement égaur. 

2° La congélation doit s’effectuer & une vitesse oplima au-dessus 
et au-dessous de laquelle on observe une diminution du taux de 
survie des levures lyophilisées. 

Avec Vappareillage dont nous dispositions, la vilesse oplima 
de congélation permettant d’obtenir le taux de survie le plus élevé 
a été oblenue en plongeant les récipients métalliques pendant une 
minute dans un bain réfrigérant porlé &@ — 33° C. 

Le fait que le taux de survie diminue lorsque le récipient 
est maintenu trots minutes au lieu d'une minule suggére que l'on 
a dépassé la température optima a laquelle le film doit étre porlé 
pour obtenir le meilleur taux de survie. 


SUMMARY 


FREEZE-DRYING OF YEASTS. 


The authors study the influence of the rate of freezing and 
the temperature of the freezing bath, on the survival ratio, when 
S. cerevisiae var. ellipsoideus is freeze-dried in certain conditions. 

1. When the rates of freezing are very close to each other, the 
survival ratios after freeze-drying of two samples of a yeast 
suspension, the one frozen in a glass recipient, the other in an 
iron recipient, placed in cold mixtures at two different tempera- 
ues (— 50° and — 33° C) are much alike. 

Freezing must be realized at an optimum rate above and 
Bae which the survival ratio of freeze-dried yeast decreases. 

3. In the conditions of the experiments, the optimum rate of 

freezing, allowing the highest survival ratio, has been obtained by 
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placing the iron recipient during one minute in a cold mixture 
at — 32° C. 

4. The survival ratio decreases when the recipient is kept three 
minutes in the cold mixture instead of one. This suggests that 
the optimum temperature has been exceeded for the film to yield 
the best survival ratio. 
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INCORPORATION DES AMINO-ACIDES 
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DANS LES PROTEINES DE LA LEVURE (*) 
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INTRODUCTION. 


Si Yon ajoute un amino-acide & une suspension de levure, cet 
amino-acide se retrouve trés rapidement a l'état extractible (dans 
le « pool » d’amino-acides libres) et dans les protéines de la 
levure [5, 8]. 

Si on lave les cellules de levure, elles ne perdent pas leurs 
amino-acides libres. Au contraire, les cellules d’Escherichia coli 
peuvent accumuler les amino-acides par l’intermédiaire de sys- 
ieémes spécifiques réversibles {2} et ces amino-acides sont perdus 
par lavages répétés. 

Le travail antérieur de Taylor |44] a montré que laccumula- 
tion d’acide glutamique est inhibée en présence d'autres amino- 
acides n’ayant pas de relation structurale directe avec ce dernier. 

Nous avons voulu analyser d’une maniére plus détaillée Je 
systeme d’accumulation d’amino-acides exogénes par la levure 
et, en particulier, sa spécificité et sa réversibilité éventuelles ct 
comparer ce systéme a celui d’E. coli. 


\IATERIEL ET METHODES. 


Nous avons ulilisé la souche Lhk2 G12 de Saccharomyces cere- 
vistae {8]. Les cellules sont cultivées sans agitation a 30° C dans 
le milieu suivant: bacto-peptone Difco, 2,5 g; SO.(NH,), 2 g; 
GaCl, 0,25 2% Mg50,, 7H,0, 0,25 8: KH,PO, 2 ¢; glucose; 


Ao HO. gq. Ss. p. 1 1s pH, 45: 
Les cellules sont récoltées pendant la phase exponentielle (douze 


(*) Ce travail a bénéficié de subventions de la Fondation Rockefeller 
de New York, du « Jane Coffin Childs Memorial Fund for Medical 
Research », du Commissariat & 1’Energie atomique et de la « Division 
of Biological and Medical Sciences of the National Science Founda- 
tion » (G-4258). 

(**) Manuscrit recu le 11 mars 1958. 
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heures), centrifugées, lavées deux fois 4 Peau froide et suspen- 
dues, sauf mention contraire, dans un tampon glucosé sans source 
d’azote [8], de maniére que la suspension oblenue corresponde 
& 2,84 meg de poids sec de levure par millilitre. 

Sauf mention contraire, la méthode suivante a été utilisée pour 
Vétude de Vaccumulation d’amino-acides et pour l’analyse subsc- 
quente des amino-acides extractibles et des protéines de la levure. 
On introduit une suspension cellulaire de 5 a 20 ml dans une 
fiole conique de 125 ml, agitée a 30°C. Apres équilibre ther- 
mique, un amino-acide radioactif est ajouté. A des intervalles 
déterminés, on préléve une ou plusieurs parties aliquotes de la 
suspension. 

Si Pon veut étudier les protéines, une partie aliquote de la 
suspension est rapidement ajoutée a de Vacide trichloracélique 
(TCA) préalablement refroidi, de telle fagon que la concentration 
finale du TCA soit de 5 p. 100. 

Si l’on désire mesurer la radioactivité des surnageants de ta 
suspension ou du « pool» (amino-acides extractibles), |’ échan- 
tillon prélevé est rapidement placé dans un tube a centrifuger 
préalablement refroidi, et centrifugé; les cellules sont ensuite 
lavées avec 5 ml d’eau glacée. Les amino-acides du « pool » sont 
alors extraits du culot par 1 ml d’eau au bain-marie bouillant ; 
on centrifuge et on décante. 

Le résidu de la précipitation trichloracétique (fraction protéi- 
nique) est lavé avec du TCA a4 5 p. 100 et resuspendu dans une 
solution d’ammoniaque commerciale diluée au tiers. 

La mesure de la radioactivilé a été précédemment décrite. 

Les amino-acides radioactifs que nous avons utilisés étaient des 
échantillons racémiques de synthése fournis par le D® Pichat, du 
Commissariat a l’Energie atomique : DL-3 4C-phénylalanine, de 
radioactivilé spécifique de 3 millicuries/millimole ; DL-4,4’ “C- 
valine, de radioactivilé spécifique de 1 millicurie/millimole. 

Les amino-acides non radioactifs étaient d’origine commerciale. 


RESULTATS. 


CINETIQUE DE L’ACCUMULATION DE LA PHENYLALANINE DANS LE 
« POOL) ET DE SON INCORPORATION DANS LES PROTEINES DE LA 
LEVURE. — La figure 1 montre la cinétique de accumulation de 
la phénylalanine dans le « pool », ainsi que la cinélique de son 
incorporation dans les protéines (1). 


(1) L’arséniate de sodium (2 x 10-4M) inhibe totalement l’incor- 
poration de la phénylalanine dans les protéines, mais est sans effet 
sur l’accumulation dans le « pool». Cet inhibiteur différe ainsi du 
2-4 dinitrophénol et de Vazoture de sodium qui inhibent considéra- 
blement lincorporation et l’accumulation. 
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On voit que la cinétique de Vaccumulation est linéaire pendant 
les cing premieres minutes d’incubation. 


INHIBITION DE L’ACCUMULATION DE VALINE ET DE PHENYLALANINE 
PAR LES @-AMINO-ACIDES. — La figure 2 montre que la cinétique 
de l’accumulation de la phénylalanine demeure linéaire en pré- 


Bg phenylalanine/100mg poids sec de levure 


0 5 10 Temps (mn) 
Fic. J. — Cinétique de Vaccumulation de phénylalanine et de son incorporation 
dans les protéines. — Volume final: 20 ml. Une suspension de cellules lavées est 


placée dans une fiole contenant du tampon a pH 4,5 (sans source d’azote) glucosé 

a3 p. 100. Aprés dix minutes d’équilibre, on ajoute 0,5 ml de DL-14C-phénylalanine. 

A intervalles déterminés, on préléve des parties aliquotes de 5 ml dans des tubes 

a centrifuger réfrigérés. Aprés centrifugation et lavage, les amino-acides du « pool » 

sont extraits par 2 ml d’eau au bain-marie bouillant et les résidus trailés a l’acide 

trichloracétique froid en vue de mesurer la radioactivité de la fraction protéinique. 
Trait plein: « pool ». Trait pointillé : protéines. 


sence de valine exogéne. Une expérience similaire montre qu’! 
en est de méme pour laccumulation de valine en présence de 
phénylalanine exogéne. Ces observations permettent d’interpréter 
les résultats suivants en termes de vitesses d’accumulation. 

Le tableau I montre que divers amino-acides, ayant ou n’ayant 
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pas de relation structurale évidente avec la valine, si ce nest le 
groupe g-amino-acide commun, ralentissent Paccumulation de la 
valine. C’est le cas d’amino-acides aussi différents que lisoleu- 
cine, la méthionine, la phénylalanine et la p-fluorophénylalanine. 
Par contre, la proline, qui est un amino-acide, m’inhibe pas Vaccu- 
mulation de la valine, méme A la concentration de 10—~ M. Les 
amino-acides substitués sur le groupe aminé (N-monométhylvaline) 
ou carboxyle (valinamide) ne sont pas inhibiteurs. 1] semble done 
que le groupe g-amino-acide intact soit nécessaire pour V’inhibi- 


o A 


de levure 


sec 


60 


30 


Pq phénylalanine/!100 mg poids 


10) 

(0) 5} Temps (mn. 
Fie. 2. — Cinétique de Vaceumulation de phénylalanine dans le « pool » en 
présence de valine. — Mémes conditions que dans la figure 1. DL-14C-phényla- 


Janine ; 1(-—4 M. La fiole B contient en oulre de Ja DL-valine 5 x 10—4 M. 


lion ; ceci ressort également de Vabsence d’action des acides, des 
amines et des acides o-cétoniques sur accumulation de la valine. 
Des résultats analogues sont obtenus dans le cas de l’accumulation 
de Ja phénylalanine (tableau II). Si l’on fournit a la suspension 
des quantités limitantes de phénylalanine radioactive, on peut 
épuiser totalement le milieu extérieur, ce qui montre que les 
isoméres D et L de la phénylalanine sont tous deux accumulés. 
On voit par ailleurs, dans le tableau H, que la D-phénylalanine 
inhibe accumulation de DC-phénylalanine radioactive. Le Sys- 
teme éludié présente done une spécificité beaucoup moins stricte 
que ceux étudiés chez Escherichia coli [2], ot il existe une série 
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Txereav I, — Inhibition de l’accumulation de valine radioactive par 
les amino-acides. 


Accumulation de valine 
en p.100 d'un témoin 
sans addition 


Substance ajoutée 


DL-N-monométhylvaline.... 107 °M 122 
Dlb— Vaid wana die. sa 2yeie1 seeks 107M We? 
PY TUVEILS. <feetelcicetotee sie eiers . 107M 86 
Recreate begs LOOM 11 
Propylamine...e..eeess wee 107M 112 
Propronate..-..s +s RES he TOT M 98 
Phényléthylamine......... 107°M ge 
BhGniy py svete eye vciele ese 107 ?M 122 
Dee O e nh eat pede 107° 81 
TSC MG UGIIA Clave reeye ieee le rete g 107° 29 

" ee Pee 107° 21 
Dieméth{orine. .,....s.cas 107M 37 

" estas toma 25 
W=phemyalaniie.s ses) 5) x 107° 35 


DL-p-fluorophénylalanine. 10°-M ‘i 52 


Chaque fiole contient 6,2 ml de suspension cellulaire en tampon glucosé sans 
azote (pH 4,5). Aprés dix minutes d’équilibre, on ajoule la DL-!4C-yaline (concen- 
tration finale: 1,4 x 10-4 M) et on ajuste les volumes 4 7 ml par de V’eau ou une 
solution de la substance & essayer. Apres cing minutes, on centrifuge les cellules, 
on les lave deux fois 4 l’eau distillée, on les reprend par 2 ml d’eau distillée et on 
les porte au bain-marie bouillant. On étale 0,5 ml du liquide surnageant, on séche2 
et on mesure la radioactivité de celte partie aliquote. Les chiffres donnés sont les 
pourcenlages par rapport A un témoin, sans addition autre que la valine radioactive, 
témoin de radioactivité arbitrairement égalée d 100. 


de systémes spécifiques, chacun responsable de laccumulation 
d'un groupe d’amino-acides ayant des relations  structurales 
étroites. 

I] était intéressant de voir si les amino-acides qui inhibent 
accumulation de phénylalanine radioactive sont capables de 
déplacer la phénylalanine préalablement concentrée ; en d’autres 
termes, de voir si le systéme étudié est un systeme réversible. 
Des expériences préliminaires nous onl rapidement montré qu’on 
ne pouvait déplacer qu’une fraction (de Vordre de 30 p. 100 au 
maximum) de la phénylalanine radioactive préalablement accu- 
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mulée. Le tableau III résume une de nos expériences. Les cel- 
lules de levure, prélevées pendant la phase exponentielle, sont 
soumises a Virradiation ultraviolette pendant trois minutes {7| 
afin de diminuer considérablement la synthése de protéines 
el de pouvow étudier isolément le phénoméne d’accumulation. 
Les cellules centrifugées sont resuspendues (voir Méthodes) et 
on laisse s’accumuler la phénylalanine radioactive pendant cing 
minutes. Apres avoir éliminé le milieu radioacuif, on répartit fa 
suspension dans diverses fioles et on ajoute le compétiteur éven- 
tuel qu’on laisse en contact pendant cing minutes. Le tableau III 
montre que les a-amino-acides, qui inhibent considérablement 
accumulation de phénylalanine, sont capables de déplacer la 
phénylalanine préalablement concentrée, alors que la proline et 
d’autres composés sans action sur |’accumulation sont également 
sans aclion déplac¢ante. 


Tanceau II]. — Inhibition de l’accumulation de phénylalanine radioactive 
par les amino-acides. 


Accumulation de 
Substance ajoutée phénylalanine en p. 100 


du témoin sans addition 

Phényléthylamine......... 107) 93 
DL-phényllactate......... 107M g2 
Toponines cancer rea cee 75 
DL-méthionine............ 107M 45 
" RE en anes | 30 

B= iSOLSuUCtHMen s.cicersere creree 107° 20 
Poviadeinen ems ster era aan ‘ 107 °M Sa 
Pct aee aeeew 1072 20 
DL-p-fluorophénylalanine. 107°M 51 
" " 107M 22 
D-phénylalanine.:......-. 107M 41 
phen yaleaMeanre sy ereyeietetere ote 107° as 

a Se 


Voir la légende du tableau I pour les détails. La “C-phénylalanine était a la 
concentration finale de 1,4 x 10—4 M. 


INFLUENCE DE L’INHIBITION DE L’ACCUMULATION DE LA PHENYLALA- 
NINE PAR LA VALINE SUR LA VITESSE D’INCORPORATION DE LA PHENYL- 
ALANINE DANS LES PROTEINES. — ‘La figure 3 montre que, dans des 
conditions ot la valine exogéne réduit Ja taille du « pool» de 
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phénylalanine de plus de 90 p. 100, la vitesse d’incorporation de 
Ja phényalalanine n’est réduite que de 50 p. 100. Ceci pose le 
probleme de savoir si la réduction du taux d’incorporation est 
due directement a l’effet de la valine sur l’accumulation de phényl- 
alanine (voir tableaux II et II) ou bien a une compétition interne 
entre la valine et la phénylalanine. 


Tasceau Il. — Déplacement par les amino-acides de la phénylalanine 
accumulée. 
EAPPRITO REL 
Substance ajoutée vias at ete pe phenylalanine 
/100 mg poids sec 
r a | 
irtatca, arene ere en 390 28 
Dl-phényllactate......... 1072 418 29,8 
De eEOaeWeS sari ee tan Seon OOM 399 28,3 
Phényléthylamine......... 107°M 383 27,1 
eaten am mee eee ; 107m 305 21.7 
D-phénylalanine....oa..-. 107M 303 21,5 
DL-p-fluorophénylalanine. 107M 299 owe 
L-phénylalanine.......... 107M 284 20,2 
ieswAel ici Orta tolohateue efeiel(eletsielionsie J 19 


La suspension cellulaire est préalablement irradiée pour diminuer la synthése 
protéinique [7], puis incubée avec de la DL-phénylalanine 3—4C, pendant cing 
minutes. Aprés deux layages 4 l’eau, la suspension est diluée dans des fioles avec 
ou sans additions. Aprés cing minutes, on préléve des échantillons de 2 ml qui 
sont centrifugés, lavés et portés au bain-marie bouillant. On détermine comme 
précédemment la radioactivité de parties aliquotes des surnageants de centrifu- 
gation. On a calculé la quantité de phénylalanine par 100 me de poids sec a 
partir de Jl’activilé de la phénylalanine et du poids sec final (2,5 mg/ml). 


Si on laisse une suspension de levure pendant six minutes en 
présence de phénylalanine radioactive, qu’on lave cette suspen- 
sion et qu’on la remette dans un milieu exempt de phénylalanine 
exogene, la vitesse d’incorporation de la phénylalanine radioactive 
est la méme aprés élimination de cet amino-acide (fig. 4). 

Ceci étant acquis, nous pouvons dés lors faire lVexpérience 
suivante : la phénylalanine radioactive est ajoutée en exces a la 
suspension de levure et conservée pendant toute l’expérience. 
Aprés quatre minutes, on transfére une partie aliquole de ta 
culture dans de la valine (concentration finale : 10-°M). La 
figure 5 montre que la phénylalanine du « pool» décroit, dans 
ce cas, dune maniére importante : en effet, en plus du déplace- 
ment de la phénylalanine par la valine, cette derniére inhibe, 
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comme nous l’avons vu, accumulation de phénylalanine exogene 
par la levure. Cependant, la vitesse de synthese des. protemes 
est la méme en l’absence qu’en présence de valine, Jusqua ce 
que la taille du « pool » devienne limitante. Il devient done évi- 
dent que, dans l’expérience représentée sur la figure 3, la valine 
inhibe la vitesse d’incorporation de la phénylalanine dans les 


oA 
120 gr am 


BG phénylatanine /100mg poids sec delevure 


-—BC 


10 Temps (mn) 


Fic. 3. — Inhibition par la valine de Vaccumulation et de Vincorporation de la 
phénylalanine. — A chacune des trois fioles, on ajoute 22,3 ml d’une suspension 
cellulaire dans du tampon (pH 4,5) glucosé. A la fiole A, on ajoute 2,5 ml de 
tampon, A la fiole B, on ajoute 2,5 ml de DbL-valine 10—1 M au temps — cing 
minutes et 4 la fiole C, 2,5 ml de DL-valine 10-1 M au temps zéro. Au temps 
zéro, on ajoute 2,5 ml de 14-C-phénylalanine aux trois fioles. A intervalles déter- 
minés, on préléve des échantillons pour la mesure de la radioactivité du « pool » 
et des protéines, comme indiqué précédemment. Trait plein: « pools ». 
Trait pointillé : protéines. 


protéines en agissant au niveau de la réaction d’accumulation ; 
s) la phénylalanine a été préalablement concentrée, la valine est 
alors sans effet sur sa vitesse d’incorporation. 

UTILISATION PREFERENTIELLE DES AMINO-ACIDES EXOGENES POUR LA 
SYNTHESE DES PROTEINES. — Nous avons vu que les amino-acides 
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du «pool» suffisent 4 obtenir une vitesse optimale de synthése 
de protémes (fig. 4). La question se pose de savoir si le « pool » 
est un intermédiaire obligatoire entre les amino-acides exogénes 
et la synthése de protéines. S’il en était ainsi, a chaque instant, 
la radioactivité spécifique d’un amino-acide incorporé devrait étre 
égale 4 la radioactivité spécifique du méme amino-acide dans le 


fe} 
° 

45 
ay 
oe 
2 
> 
x 
3 
u 
Es Centrifugation ° 

et lavages 
SS) 
>30 
S 
i= 
S 
S 
< 
a fe} 
& 
Sc 
2 
8 
= 
a 
s 
x ° 
SS 
>s 
Phenylalanine 
140 
se) 
5 10 Temps (mn) 
bic. 4. — Incorporation de la phénylalanine exogéne et de la phénylalanine du 
« pool» dans les protéines. — On ajoute 0,7 ml de C-phénylalanine 10—? M 


a 13,5 ml d’une suspension cellulaire dans du tampon contenant 3 p. 100 de glu- 
cose. La suspension est aérée & 30°C. On préléve des échantillons 4 deux, quatre 
et six minutes. A six minutes, la suspension est refroidie, centrifugée, lavée et 
resuspendue dans 8 ml de tampon a 30°C. On préléve des échantillons deux, 


quatre et six minutes aprés la resuspension. On mesure la radioactivité des protéines 
de ces échantillons. 


« pool». Or, nous pouvons changer Vaclivité spécifique du 
« pool» en accumulant d’abord un amino-acide radioactif dans 
le « pool » et en transférant ensuite la suspension dans un milieu 
contenant le méme amino-acide non radioactif, ou inversement. 

L’expérience qui suit a été réalisée avec des cellules de levure 
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(a) 


dont le « pool» a été épuisé par carence d’azote pendant douze 
heures pour réduire sa dimension [8}. a 

Le tableau IV donne les changements d’activité spécifique de 
la phénylalanine du « pool » en fonction du temps au cours d’une 
expérience ol on a laissé deux suspensions de levure pendant 
dix minutes accumuler respectivement de la phénylalanine “C et 
de la phénylalanine *C, puis apres centrifugation et lavages, 
iransféré quantitalivement les suspensions dans un milieu conte- 
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fe) 
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S 10 Temps (mn) 
Fic. 5. — Effet de la valine sur Vincorporation de la phénylalanine dans le « pool » 
et dans les protéines, — A: témoin. A quatre minutes, on ajoute de la L-valine 


(concentration finale : ]0—?M) A la fiole B. Traits pleins : « pools ». 
Traits pointillés : protéines. 


nant respectivement Jes mémes concentrations de phénylalanine 2C 
et “C. Dans ]a méme expérience, nous avons suivi l’incorporation 
de phénylalanine radioactive en fonction du temps et nous avons 
comparé les vitesses d’incorporation de la phénylalanine radio- 
aclive aux vitesses théoriques prévisibles selon lhypothése que 
le «pool» est un intermédiaire obligatoire (voir tableau IV). 
La figure 6 montre que, dans les deux cas, l’amino-acide exogéne 
est utilisé préférentiellement a la phénylalanine accumulée dans !e 
« pool ». 
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Tisrrsu IV, — Dilution de l’activité spécifique de la phénylalanine 
du pool par la phénylalanine exogéne. 


Mayoe: IN Fiole B 
[ 


Inpulsions— Impulsions-| Activité Impulsions- Activité 
minute minute specifioue minute spécifique 
ie k 


On ajoute 4 3 fioles 35 ml d’une suspension lavée de cellules de Jevure ayant 
subi une carence d’azote de douze heures dans du tampon contenant des ions NH, 
et du glucose 4 3 p. 100. Les fioles A et B recoivent 0,7 ml de DL14C-phényl- 
alanine 10—2 M et la fiole C 0,7 ml de 12C-phénylalanine. Aprés dix minutes, les 
fioles B et C sont refroidies et leur contenu centrifugé et lavé A l’eau glacée. On 
resuspend les cellules de la fiole B dans 35 ml de milieu A 30°C contenant du 
glucose, des ions NH, et 0,7 ml de 12C-phénylalanine. Les cellules de la fiole C 
sont transférées dans 35 ml de milieu 4 30° C contenant du glucose, des ions NH, 
et 0,7 ml de 14C-phénylalanine. A divers intervalles on préléve 5 ml de sus- 
pension et on extrait les amino-acides du pool dans un volume de 2 ml. On 
mesure Ja radioactivité de parties aliquotes de 0,3 ml. En appelant arbitraire- 
ment 1,0 la valeur de l’activité spécifique de la 14C-phénylalanine, on a calculé 
les activités spécifiques de la phénylalanine du pool de chacun des préléyements 
en prenant Jes rapports B/A et C/A au cours de la deuxitme période de l’expé- 
rience (douze minutes). 


Discussion. 


PROPRISTES DU SYSTEME D’ACCUMULATION DES AMINO-ACIDES CHEZ 
LA LEVURE. — Certaines des propriétés du systéme étudié ont été 
précédemment décrites [6]. En particulier, la variation de fa 
vitesse d’accumulation de Varginine, de la lysine et de l’acide 
glutamique en fonction de la concentration externe de ces amino- 
acides, obéit & une isotherme de Henri-Michaelis. L’ accumulation 
exige une source d’énergie ulilisable et est inhibée par le 2,4-dini- 
trophénol et l’azoture. 


Le systéme d’accumulation est beaucoup moins spécifique que 
ceux décrits chez Escherichia coli {2}, en ce sens que l’accumu- 
lation des amino-acides individuels étudiés jusqu’a ce jour (acide 
glutamique, Taylor; phénylalanine et valine, ce travail) est 
inhibée par Ja présence d’un autre amino-acide sans relation 
structurale. Ce travail suggére que la spécificité réside dans le 
groupe a-amino-acide, alors que, chez E. coli, si le groupe 
v-amino-acide est indispensable, c’est la partie non polaire de la 
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molécule qui confére la stricte spécificité du phénoméne d’accu- 
mulation. 

On s’attendrait a ce qu’un systéme obéissant a |’équation de 
Henri-Michalelis soit parfaitement réversible ; c’est-d-dire qu'on 
devrait déplacer l’amino-acide préalablement accumulé en ajou- 
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Fic. 6, — Utilisation préférentielle de la phénylalanine exogéne pour la synthése 
de protéines. — Voir la légende du tableau IV pour les détails. Les échantillons 


sont layés et resuspendus dans 2 ml d’acide trichloracétique 4’ 5 p. 100. Apres 

centrifugations et lavages, ils sont resuspendus dans 2 ml d’une solution d’ammo- 

niaque au quart. On étale 0,5 ml pour la mesure de la radioactivité. L’incorpo- 

ration théorique a été calculée d’aprés I’hypothése selon laquelle la phénylalanine 

incorporée dans la fraction protéinique a la méme activité spécifique que la 
phénylalanine du « pool » & chaque instant. 


tant un des amino-acides qui empéchent son accumulation. Nous 
avons vu qu’il n’en est pas strictement ainsi : en effet, l’addition 
d’un amino-acide ne déplace au maximum qu’une faible fraction 
de la phénylalanine radioactive préalablement accumulée. Il 
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apparait done que la plus grande partie de la phénylalanine 
interne n’est pas en équilibre favorable avec le systéme d’accu- 
mulation réversible. On peut représenter ces fails par le schéma 
suivant : 


Amino-acide externe (AA) Ne \ A A—X 


iS 


XN 


Réservoir 
MAA 
(pool) 


ou A A-X représente la fraction facilement réversible par addi- 
tion d’un amino-acide. L’existence de deux états distincts pour 
les amino-acides internes est également rendue indispensable pour 
interpréter le résultat de nos expériences de fermentation, qui 
montrent que la phénylalanine exogéne n’est pas en équilibre 
direct avec les amino-acides internes. 


INFLUENCE DE LA PRESENCE D’AMINO-ACIDES PREALABLEMENT ACCU- 
MULES SUR LA VITESSE D’ INCORPORATION D’AMINO-ACIDES EXTERNES 
DANS LES PROTEINES DE LEVURE. — L’hypothese précédente de deux 
états distincts des amino-acides extractibles pose la question de 
Putilisation préférentielle des amino-acides exogénes par rapport 
aux amino-acides du « pool» pour la synthése des protéines : 
en d’autres termes, le « pool » est-il un intermédiaire direct entre 
les amino-acides exogénes et la synthése des protéines ? 

Les schémas suivants présentent les deux possibilités : 


Amino-acides S ‘ Amino-acides n 
=== A A—X ———_ > ————> Proteme 
externes  \ du « pool » 
Amino-acides : a 
Ss A A—X > Protéine 
exlernes SS 
ISS 
Amino-acides 
du « pool» 


Les résultats décrits dans ce travail nous font penser que !e 
schéma 1 doit é¢tre abandonné, pour les raisons suivantes : 

1° En présence d’un exces de valine, la phénylalanine n'est pas 
accumulée. Cependant, sa vitesse d’incorporation n'est réduite 
que de 50 p. 100. 

2° Comme A A-X est petit par rapport au « pool» total, si te 
« pool » était son intermédiaire direct au cours de Vincorporation, 
nous devrions observer une vitesse d’incorporation croissante au 
cours de la fermentation “C —“C et une vitesse d’incorporation 
décroissante au cours de la fermentation “*C —”C. Nous avons 
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vu qu’il n’en est pas ainsi et que les vitesses maxima d’incorpo- 
ration sont atteintes d’emblée. Au contraire, les points 1° et 2° 
ci-dessus soni en faveur du modéle 2. 


Ce modéle est décrit sous sa forme la plus simple et ne tient 
pas compte du « pool interne » d’amino-acides, synthétisés a 
partir de la source de carbone disponible, et dont les propriétés 
ont été décrites par Cowie et Mc Clure [8]. Ce « pool interne » 
a été étudié par ces auteurs dans des conditions de croissance 
exponentielle, donc de régime stationnaire ; il ne peut étre que 
négligeable dans nos conditions expérimentales de carence azotée. 
Nous sommes portés a croire que les deux états distincts des 
amino-acides extractibles postulés dans notre travail correspon- 
dent a |’ «expandable pool » de Cowie et Mc Clure. Cowie (com- 
munication personnelle) a pu extraire de la levure une petite 
quantité d’amino-acides sous une forme réagissant avec l’hydro- 
xylamine pour donner des hydroxamates. Quoique des formes 
activées d’amino-acides aient été obtenues sous l’action de sys- 
{émes enzymatiques solubles [4, 4, 9, 40], les expériences pré- 
sentées ici ne nous permettent pas d’identifier A A-X a de telles 
formes activées. 


RESUME. 


Nous avons étudié le systeme d’accumulation des amino-acides 
de la levure, ainsi que ses rapports avec l’incorporation des 
amino-acides exogénes dans les proléines. 


SUMMARY 


INCORPORATION OF ENDOGENOUS AND EXOGENOUS AMINO-ACIDS 
INTO THE PROTEINS OF YEAST. 


An amino-acid accumulating system has been studied in yeast. 
Some of its properties have been studied, as well as its relation- 


ships with the pathways between external amino-acid and protein 
synthesis. 
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ACTION D’UN HERBICIDE A BASE D’UREE 
SUBSTITUEE SUR LE SOL ET SA MICROFLORE 


par H. de BARJAC, C. TYSSET, A. ROCHE et B. VACHER Gor 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol, 
et Laboratoire de Biologie de l’Armée) 


La diffusion de plus en plus grande des produits chimiques 
de synthése, et particuliérement des herbicides, en agriculture 
pose le probleme de leur action sur la microflore normale des 
sols. Comment réagit cette microflore ? Quelle est sa tolérance 
a des doses souvent importantes de substance phytotoxique, dont 
la rémanence dans le sol peut étre forte ? 


A laction directe de ces herbicides sur la microflore s’ajoute 
une action indirecte qui s’exerce par l’intermédiaire des cadavres 
végétaux mis brusquement 4 la portée des germes. Le résultat de 
ces actions sera supporté par le sol et traduit dans ses propriétes 
chimiques autant que microbiologiques. L’étude de ces propriétés 
permettra done de juger des répercussions de l’emploi de tel ou 
tel herbicide sur la vie du sol et, partant, de n’utiliser ces produits 
qu’en toute connaissance de cause. 

Les effets de divers herbicides sur les microbes du sol ont déja 
été examinés par de nombreux auteurs. Par exemple, dans 
quelques cas, aucune action toxique n’a été décelée (Pochon, 
Lajudie et Coppier [41], Verona [2}). Dans d'autres cas, il apparait 
un effet toxique aux fortes doses de produit employées (Picci [3], 
Fletcher {4}). Dans d’autres enfin, aux doses envisagées, Vherbi- 
cide se montre doué d’une action stimulante vis-a-vis des germes 


du sol (Verona [5)). 

Notre étude a porté sur le. cas d’un herbicide d’emploi main- 
tenant tres courant, correspondant chimiquement a la 3-p-chloro- 
phényl-I : l-diméthyl urée et désigné, dans le commerce, sous 
les synonymies de C. M. U., Monuron ou Telwar W. Les ana- 
lyses ont été pratiquées sur deux séries de prélévements de sols, 
comportant chacune un témoin sans C. M. U. et des zones ayant 
recu des doses plus ou moins fortes de C. M. U., de 1955 a 1957. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 mars 1958. 
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I. — CARACTERISTIQUES DES SOLS ANALYSES. 


PREMIERE SERIE. — Le sol en question est une friche herbacée, 
en terrain plat, sur rendzine calcaire (76,7 p. 100 CO;Ca) et sous 
chmat de transition océanique-continental. pH 8. Sis en Cham- 
pagne (a Mourmelon-le-Grand), prélevé en avril 1957, 4 20 cm 
de profondeur. Ensoleillement total; pluviosité, 0,70. Trois 
échantillons, 1T, 10, 1CCC : 

a) 1T représente le témoin, couvert d’une végétation spontanée 
assez dense ; 

b) 1C constitue le méme sol désherbé par 42 kg/h de C. M. U. 
en 1955, et se repeuplant progressivement ainsi qu’en témoigne 
une végétation actuelle clairsemée ; 

c) 10CC constitue le méme sol, désherbé par 42 kg/h de C. M. U. 
en 1955, 10 kg/h en 1956 et 12,5 kg/h en 1957, dépourvu de toute 
véegétation. 


DrEUXIEME sERIE. — Cette série correspond a des essais de 
désherbage d’un pare-feu. Le sol de départ est une vieille prairie 
sur rendzine typique (a 75,5 p. 100 CO;Ca), trés perméable, de 
pH 8. Sis également 4 Mourmelon-le-Grand et prélevé en sep- 
tembre 1957, 4 10 cm de profondeur. La roche-mére (calcaire de 
Champagne) se trouve sous 10 4 15 cm de sol proprement dit. 
Climat de type séquanien froid, transition océanique-continental. 
Végétation originelle dont la composition porte a une quinzaine 
d’années l’Age de la prairie correspondante. Sont représentées les 
18 espéces principales suivantes : Leucanthemum vulgare, Hiera- 
cium ptlosella, Poterium sangutsorba, Ranunculus bulbosa, Ajuga 
chamaepilys, Geranium dissectum, Plantago major, Plantago 
lanceolata, Vicia sativa, Valeriana olitoria, Bromus sterilis, Avena 
elatior, Crategus oxyacantha, Eryngium campestre, Carex sp., 
Rosa canina, Medicago lupulina, Brunius orientalis, Rubus fruc- 
fosus. Quatre échantillons, 2T, 2CC, 2C, 2CCC : 

a) 2T représente le sol témoin, non traité au C. M. U. 

b) 2CC constitue ce méme sol, ayant recu 8 kg/h de C.M. U. 
en avril 1956 et 9,4 kg/h de C. M. U. en mars 1957. Au moment 
du prélévement, la végétation est clairsemée, du type de celle du 
sol témoin, sauf les graminées qui demeurent absentes. De nom- 
breux restes végétaux sont apparents. 

c) 2C constitue le sol de départ, aprés addition de 44 kg/h de 
C. M. U. en mai 1955. Au prélévement, la végétation est pauvre, 
avec quelques graminées et les mémes plantes que dans |’échan- 
tillon témoin. Les restes végétaux sont beaucoup moins abondants. 

d) 2CCC correspond au sol de départ, traité par 44 kg/h en 
mai 1955, 8 kg/h en avril 1956 et 9,4 kg/h de C. M. U. en mars 
1957. Lors du prélévement, et depuis 1955 d’ailleurs, la végéta- 
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tion est nulle, a part quelques pousses de plantain (Plantago 
lanceolata). 

Dans cette deuxiéme série, les prélévements des échantillons 
traités au C. M. U. ont été faits dans la rhizosphere des plantains, 
qui ont la particularité de se montrer parmi les végétaux les plus 
résistants au C. M. U. En effet, seules des doses de choc allant 
jusqu’a plus de 40 kg/h détruisent ces plantains. Les doses infé- 
rieures, de 10 kg/h a 20 kg/h, qui suffisent, en l’absence de 
plantain, 4 l’entretien de zones déja désherbées ou peu enherbées, 
semblent au contraire stimuler la croissance des Plantago sp. 


II. — Erupe BACTERIOLOGIQUE. 

MicRoFLORE TOTALE. — En germes par gramme de terre : 
1T  : 25 millions et 273 000 Champignons 2T  : 25 millions 
1C : 60 millions et 50 000 Champignons 2 CC _ : 35 millions 
4 CCC : 55 millions et 26 000 Champignons 2C : 55 millions 

2 CCC : 60 millions 


Fixateurs p’azote. — Dans la premiére série d’échantillons, 
présence d’Azotobacter (dilution limite de culture 10—*) et de 
Clostridium (dilution limite 10—*) sans différences significatives 
entre les échantillons. 

Dans la deuxiéme série, les dilutions limites de culture sont les 
suivantes : 


Azotobacter Clostridium 
PA WM ent iS ee OM etl (ok ee 10-3 10-4 
DCG a Gn ty oon eet 10-3 
2 Cet 2n CG, e.anen meee ell Os 10-3 
AMMONIFICATEURS. NITRATO-REDUCTEURS. AMYLOLYTIOUES. — Voir 


les courbes des figures 1, 2 et 3. 


NitriricateurRs. — Dans la premiére série, la dilution limite 
de culture des germes est la méme pour les trois échantillons : 
10~ en nitreux et 10 en nitriques. 

Dans la deuxiéme série : 10 en nitreux, pour les quatre échan- 


lillons ; 10 en nitriques pour 2T et 2CC, et 10 pour 2CCC 
comme pour 2C, 


CELLULOLYTIQUES. — Cellulolyse aérobie : 
a) Sur cellulose-papier (en silico-gel) : 
1 T : Cytophaga dominants, quelques Cellvibrio. Cellulolyse forte. 


{CG et 1 CCC : Cytophaga dominants avec des vibrions, surtout Cellvibrio 
viridis. Cellulolyse trés forte. 


T et 2 cc : dominance de Cellvibrio. Cellulolyse forte. 
C et 2 CCC : dominance de Cytophaga. Cellulolyse trés forte. 


ie he) 
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b) Sur cellulose broyée (en milieu liquide —- dilutions limites) : 
i 10-4 21 : 10 
iC et 1 COG: 107 2°CG, 2.C eb 2 GCG: 10% 


Cellulolyse anaérobie : 


a) Thermophiles : présence de hactéries cellulolytiques thermo- 
philes actives dans tous les échantillons. 

b) Mésophiles : (sur cellulose-papier, en milieu liquide) bacté- 
ries cellulolytiques mésophiles présentes dans tous les échantil- 
lons, mais plus actives dans les témoins, 1T et 2T ; 

(sur cellulose broyée, en milieu liquide) les dilutions limites de 
culture sont de 10-*° pour les témoins, contre 10—* ou 10—~* pour 
les échantillons traités au C. M. U. 


SULFATO-REDUCTEURS. — Dilution limite de culture 10— dans 
tous les échantillons des deux séries. 


BacriRIES DU SOUFRE ORGANIQUE. — Présence de germes alta- 
quant la méthionine dans tous les échantillons (dilution 10—*). 
II]. — ErupeE CHIMIQUE. 


En plus de l’analyse microbiologique, la deuxiéme série a subi 
un bref examen chimique : 


2 or 2 CC 2 C Z.0CC 
C organique (mg/g sol). .... 28,4 34 2950 21,9 
IN Sto taliGns/e7S0)) ica cmte tiie en nO 4,4 3,9 aga 
Rap por tiCiiINvs meee 1 eee eer ann fs 6,5 6,5 


L’apport de carbone et d’azote par le C. M. U. lui-méme, qui 
conlient 14 p. 100 en N et 54 p. 100 en C, doit étre négligeable. 
En effet, la quantité maximum de C. M. U. recue par la totalité 
d’un échantillon prélevé (en supposant, de plus, une rémanence 
compléte du produit) est de 80 mg, ce qui équivaut a 11,2 mg N 
et 43,2 mg C. Les dosages de carbone et d’azote étant effectués 
sur un trés faible pourcentage de l’échantillon prélevé (0,20 p. 100), 
le C. M. U. ne peut y induire que des variations insensibles au 
dosage chimique, de ordre de quelques centiémes de milligrammes 
de C et N. Les changements des taux de carbone et d’azote 


décelés par l’analyse chimique relévent done bien de l’action du 
CoM.U, 


IV. — INTERPRETATION DES RESULTATS. 


Dans l’ensemble des échantillons de sol analysés, les applica- 
tions de C. M. U., loin de se montrer néfastes aux hactéries, leur 
semblent favorables, puisqu’il s’ensuit généralement une stimula- 
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tion de divers groupes microbiens. Cette stimulation porte essen- 
liellement sur Ja microflore totale, l’ammonification, la nitrato- 
réduction, l’amylolyse et la cellulolyse aérobie. Le mécanisme de 
cette stimulation peut étre direct, l’assimilation du C. M. U. comme 
seule source de carbone, par les microbes du sol, ayant été 
démontrée par Hill et coll. [6]. Mais il est surtout indirect, venant 
de l’apport massif d’éléments nutritifs frais réalisé par les végé- 
taux tués au C. M. U. Par ce mode indirect, l’effet du C. M. U. 
s’apparente a celui d’un engrais vert. 

La stmulation bactérienne observée aprés traitement du sol au 
C. M. U. varie suivant la grandeur et Je fractionnement des doses 
employées. Le traitement par une seule dose choc, permettant un 
repeuplement végétal spontané pendant les deux années qui sui- 
vent, déclenche une stimulation maximum ; c’est le cas des échan- 
tillons 1C et 2C. Le traitement par une dose forte, une année, 
suivie de deux doses faibles les deux autres années, et éliminant 
toute végétation, provoque une slimulation encore trés marquée ; 
cest le cas des échantillons 1CCC et 2CCC. Enfin, le traitement 
par deux doses faibles en deux ans déclenche une stimulation 
minimum (échantillon 2CC). 

L’effet conjugué de la stimulation bactérienne et de l’apport 
de matéres végélales fraiches agissant comme de_ véritables 
engrais verts se répercute sur les taux en azote et en carbone du 
sol. Les changements de ces taux le montrent bien. ‘L’échantillon 
qui a recu la plus forte quantité de C.M.U. (2CCC) voit son 
carbone et son azote s’abaisser au-dessous des taux du sol témoin. 
Les bactéries, stimulées par la premiére dose de C. M. U. en 
1955, ont depuis longtemps décomposé les cadavres végétaux 
résultant de cette application. Comme le traitement d’entretien au 
C. M. U., les deux années suivantes, empéche toute recolonisation 
végétale, il ne peut y avoir de renouvellement de Vazote et du 
carbone du sol par les plantes. Finalement, par consommation 
microbienne intense sans autre contre-parhe, le sol s’appauvrit 
done en N et C. Le résultat est similaire 4 celui du coup de fouet 
bactérien provoqué généralement par l’application d’engrais verts 
(Pochon et de Barjac |7)). 

Au contraire, en présence d’une quantité minimum de C. M. U. 
répartie sur deux ans (échantillon 2CC), le sol voit son taux en 
azole et en carbone s’élever par rapport 4 celui du témoin. Les 
doses employées ne réalisent qu'un désherbage partiel et la réma- 
nence faible du produit permet un réenherbement entre chaque 
traitement. Le sol s’enrichit done chaque fois en matiéres orga- 
niques végélales. Les bactéries, relativement moins stimulées que 
dans le cas précédent, ne décomposent que partiellement ces 
matiéres organiques (ainsi qu’en témoigne la présence de nom- 


96 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


breux restes végétaux dans |’échantillon 2CC). Elles n’ont pas 
besoin de recourir, en plus, aux réserves azotées et carbonées. du 
sol. L’apport organique doux et progressif, contrairement au 
précédent, massif et brutal, pourra donc finalement augmenter 
Vazole et le carbone du sol, au lieu de les diminuer. 

Enfin, lorsqu’on applique une seule forte dose de C. M.U. 
(échantillon 2C), la rémanence du pouvoir herbicide, trés atténuée 
au cours des deux années suivantes, laisse s’opérer la recoloni- 
sation par les plantes. Aussi les bactéries fortement stimulées par 
la dose choc, comme dans le cas de l’échantillon 2CCC, vont-elles 
assez tot avoir a leur disposition des débris végétaux spontanés. 
Ceci explique que l’effet dépressif sur le carbone et V’azote du 
sol, observé chez 2CCC, ne se retrouve ici que partiellement. 
Seul le carbone accuse une diminution par rapport au témoin et 
cette diminution est moins forte que dans 2CCC. Cependant, !a 
baisse sensible du rapport C/N, exactement comme dans |’échan- 
lillon 2CCC, traduit le coup de fouet bactérien provoqué dans 
les deux cas par la dose massive de C. M. U. et l’accélération 
des processus biologiques de dégradation. Soulignons, en accord 
avec tous ces faits, qu’une telle baisse ne se produit pas dans 
le cas de Véchantillon 2CC. 

Une fois de plus, Vanalyse microbiologique permet d’étayer 
l’analyse chimique du sol et de comprendre des phénoménes 
observes dans ce sol. Une derniére remarque s’impose sur |’action 
du C. M. U. vis-a-vis de la microflore tellurique : le sens variable 
de cette action suivant les germes envisagés, ce qui sous-entend 
une cerlaine spécificilé. En effet, l'on a vu que le C. M. U. stimu- 
lait essentiellement les groupes fonctionnels d’hétérotrophes par- 
ticipant au catabolisme de substances d’ailleurs présentes dans les 
lissus végélaux : protéines (ammonifiants), glucides (amylolytiques. 
cellulolytiques iaérobies), nitrates (nilrato-réducteurs). D’autres 
groupes, en particulier d’autotrophes (nitrifiants et fixateurs de N), 
ne sont pas stimulés. I] parait, au contraire, y avoir une action 
freinatrice sur les fixateurs, les cellulolytiques mésophiles anaé- 
robies et les champignons. 


V5 =— Concrusion, 


L’analyse de divers lots d’une rendzine ayant recu des doses 
variables de 3-p-chlorophényl-1 : 1-diméthyl urée (C. M. U.), depuis 
deux ans, montre une stimulation partielle de la microflore tellu- 
rique. Cette stimulation, directe et indirecte, peut aboutir A un 
appauvrissement du sol en N et C, quand les doses d’herbicide 


employées maintiennent assez longtemps le sol sans aucune vége- 
falion. 
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SUMMARY 


AcrTiviry OF AN HERBICID CONTAINING SUBSTITUTED UREA ON SOIL 
AND ITS MICROFLORA. 


The analysis of a rendzine having received during two years 
various amounts of 3-p-chlorophenyl-1 : 1-dimethyl urea (C. M. U.) 
shows a partial stimulation of the soil microflora. This direct 
and indirect stimulation may result in a decrease of the N and C 
content of soil if the amount of herbicid used prevents any 
development of vegetation. 
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SUR LE DOSAGE COLORIMETRIQUE DES SULFONES 
par Micheline LAURENT-SAVIARD (*). 


(Institut. Pasteur, Service de Chimie Thérapeutique B) 


I. Les nombreuses modifications apportées par différents 
auteurs & la méthode de Bratton et Marshall, initialement pro- 
posée pour le dosage des sulfamides, en vue de l’adapter au 
dosages des sulfones, montrent lintérét porté aux taux de sulfo- 
némie obtenus tant en clinique que chez les animaux de labora- 
toire. Dans un travail publié en 1953, Merland [4] passe en revue 
plusieurs de ces techniques et propose A son tour quelques 
variantes. Plus récemment, Georges et Sarton [2] apportent de 
nouvelles modifications a cette technique. 

1° Prise de sang de 5 ml au lieu de 1 ou 2 ml; 

2° Dilution du sang d’abord dans l’acide chlorhydrique, comme 
le font Brownlee, Stimpson et Merland, au heu d’eau distillée ou 
de saponine ; 

3° Plus forte concentration en acide trichloracétique (80 p. 100 
au lisuudeslS: pr 100) 

4° Adjonction d’alcool méthylique au heu d’alcool éthylique ou 
isopropylique, avant et non aprés l’agent de copulation (naphtyl- 
éthyléne-diamine). 

Nous avons repris cette technique pour le dosage des sulfo- 
némies chez nos animaux de laboratoire en comparant les résul- 
tats avec ceux obtenus par la méthode de Marshall modifiée que 
nous utilisons habituellement. 

Rappelons ici ces deux techniques (tableau I). 


Il, Experimentation. — Notre premier essai a eu pour but de 
vérifier l’influence du volume du sang utilisé pour le dosage. 

Un lapin a regu per os 50 mg/kg de diamino-diphénylsulfone 
(DDS). Une heure trente aprés l’administration du_ produit, 
20 ml de sang ont été prélevés par ponction cardiaque. Les taux 
de sulfonémie ont été mesurés comparativement en utilisant les 
deux techniques et en faisant varier le taux de dilution du sang. 


(*) Manuscrit recu le 27 février 1958. 
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TaBLeau I. 


Prise de Sang. I ml. 


MARSHALL A.GEORGES, 


5 ml. 


Diluant. Eau distillée ou sapo- HC1N 17,5 m 
nine & 0,5 % I5ml. H,0 - 15 ml. 


Volume de Filtrat. 20 mi (I) complété & 50 ml avec (2) 


Nitrite de Soude. 0,5 ml a O,I 9 


Sulfamate d'ammoniun. 0,5 ml & 0,5 % 


Réactif IV. (3) 0,5 ml & 0,1 % 


Adcool a 95°. 5 ml. 


Déféquant. CC1,C00H a 15 


Lecture & l'électrophotométre de MEUNIER. 


H,0. 

0,5.m1 & O,I %, 

0,5 ml A 0,5 %, 
Alcool méthylique 5 ml. 
Réactif II 0,5 ml A 0,1%(4) 


CC1,COOH & 30% -I0 ml- 


Lecture au photocolorimé- 
tre de Brociner-Masse. 


(1) Dosage effectué sur 5 ml. (2) Dosage effectué sur 10 ml. (3) Chlorhydrate 


de naphtyldiéthyl-propyléne-diamine. (4) 


Naphtyl-éthyléne-diamine (NED). 


La lecture a été faite a ]’électrophotométre de Meunier dans les 


deux cas. 


‘Les résultats sont rapportés dans le tableau II: 


TasiLeau II. 


Chiffres du photometre par la 
méthode de : 


MARSHALL modi- A.GEORGES 


fiée 
8 ml dans 50 ml de diluant 
prise 5 ml (dosage S/0,5 ml) 


I ml dans IO ml de diluant 


prise 5 ml (dosage S/0,5 m1) 


0,5 ml dans IO ml de diluant 


prise 5 ml (dosage S/0,25 ml ) 


Les chiffres relevés dans le tableau 


par DUBOST. et B.SARTON 


II ne montrent pas de diffé- 


rence entre les divers volumes et taux de dilution du sang, mais, 
par contre, les taux de sulfonémie sont plus élevés quand nous 


utilisons la méthode de Georges. 


Dans les essais suivants nous avons fait varier les divers fac- 
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teurs susceptibles de rendre compte des différences obtenues avec 
les deux techniques. 
Nous avons réuni les résultats dans le tableau III : 


Tasreau III. 


sPé v Nitrite |Sulfamat4 Réactif |Alcool Chiffue 
saa silliest mmm eh rer alin’ eo oe Y  \Bthylique lec au | 
96° photome 
-tre. 
2 CC1,C00H & 5 m= O55 0,5 - 0,5 5 I2/ 
15% 0, 5sang : 
0,5 6,5 eau | 2 CC1,COOH & 5 ml= ' 
4 i 30% > 0,25sarng | 0,5 0,5 2 0,5 5 12 
0,5 2 CC1,COOH a 5 ml= 0,5 O55 =5= 0,5 - 12 
15% 0,25sang 
0,5 2 CC1,CO0H & 5 ml= 0,5 0,5 -5- 0,5 - 17 
30% 0, 25sang 
0,5 2 CC1,CO0H & Sys || 00,5 0,5 a5 0,5 = 18 
15% 0, 25sang 
0,5 2 CC1,COOH & 5 m= | 0,5 0,5 = 0,5 5 7 
30% 0, 25sang 


Aprés addition du déféquant, les volumes sont complétés & 10 ml. 
Erratum. — Colonne 4, ligne 4: au lieu de 0,5 sang, lire 0,25 sang. 


Ces résultats nous ont montré que : 


1° Une concentration de 30 p. 100 au lieu de 15 p. 100 en acide 
trichloracétique ne modifie pas les résultats (1-2-4-5) ; 

2° Les chiffres restent les mémes, que l’alcool soit ajouté avant 
ou apres Vagent de copulation ; 

3° Le laquage du sang par le diluant acidulé (HCl) semble étre 
le facteur responsable de la différence des chiffres obtenus par 
les deux méthodes (2-4-1-5). 

Signalons que deux courbes établies avec des solutions aqueuses 
de DDS par les deux méthodes, en utilisant soit le réactif Il, 
soit le réactif IV, sont superposables. 

Ces résultats nous ont amenée & mesurer, par les deux 
méthodes, les taux de concentration obtenus chez des souris trai- 
tees avec de la DDS d'une part et avee du para-aminophényl- 
sulfamide (1162 F) d’autre part. 

Des souris ont recu, per os, une seule dose de 1 mg de DDS 
par souris, ou de 10 mg de 1162 F. Les dosages ont été faits 
avec le mélange du sang hépariné, du plasma et des globules 
rouges de trois souris sacrifiées pour chaque prélévement. Ceux-ci 
ont été faits : une, deux, quatre, huit, vinget-quatre et trente heures 
apres ingestion. 
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Tasieau IY. 


DBS. 
SANG, 


A.GEORGES, 
MARSHALL. 


GLOBULES. 


A, GEORGES. 0;2 
MARSHALL. 0 
PLASMA. 
A.GBORGES. ik traces 
MARSHALL, Zp) 3 traces 
I162 F. I Heure 2 Heures 4 Heures 7 Heures | 24 Heures 30 Heures 
ee ee i 
Sang mg % R mg % R mg % R mg $o R me 9 
A.GEORGES. 24,2 Meee 4 ton OG 4,08 0,97 1,64 I OFT! Lf Oye ai 
MARSHALL. 21,6 136 4,12 1,64 0,10 


GLOBULES. 
A.GEORGES.| 25,2 1,4 | 16 1,27) 4,52 2,03 | 1,84 I;r | 0,68 135 ; Tp 
HARSHA: L. | 18 I 4,44 I,64 0,48 0, 
a ot ae eue (a7 ac tec ace | 
| PLASMA. 
A.GJORGES. 26 TOM aS WOT A) Aer aifon || E02 Ono TS OLs6, | a6 


MARSHALL. 


mg p. 100 obtenus par Ja méthode de Georges. 


~ mg p. 100 obtenus par Ja méthode de Marshall. 


Le plasma et les globules ont été séparés par centrifugation. 

Le tableau IV rend compte des résultats. 

L’examen de ce tableau permet de constater que les taux de 
concentration obtenus dans le plasma sont trés peu différents. 
Les rapports des résultats donnés par les deux méthodes sont 
en effet trés voisins de 1. Ces rapports sont plus élevés dans le 
cas du sang complet, davantage encore en ce qui concerne les 
globules sanguins. Cette différence est moins marquée dans ia 
mesure des taux de sulfamidémie que dans celle des sulfonémies. 

Ces résultats confirment que Jl’acide chlorhydrique, ajouté 
comme diluant permet un meilleur laquage des globules rouges 
et, par conséquent, une libération plus compléte des produits 
fixés par ceux-ci. 

Signalons enfin que des dosages, effectués avec le sang complet 
de souris traitées avec deux sulfones N-substituées [4-amino- 
4’-isopropyl-aminodiphénylsulfone (3461 CT) et 4-4’-diisopropyl- 
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aminodiphénylsulfone (3460 CT)], nous ont donné les mémes rap- 
ports entre les deux méthodes qu’avec la DDS. Les taux et les 
rapports restent les mémes lorsque les dosages sont fails avec 
du sang chauffé en présence de HCIN/2, au bain-marie bouillant 
pendant une heure. 


RESUME 


Nous avons appliqué a des dosages de sulfonémie et de sulfa- 
midémie, chez des animaux de laboratoire, la technique décrite 
par Georges et Sarton. Nous avons comparé les résultats avec 
ceux obtenus par la méthode de Marshall que nous utilisons habi- 
tellement. 

Nos expériences nous ont montré que le seul fait de diluer 
le sang dans HCl au lieu d’eau distillée ou de saponine, amélore 
considérablement les taux de concentration. 

Les taux retrouvés dans le plasma sont identiques avec les 
deux méthodes, mais beaucoup plus élevés dans le sang complet 
et les globules rouges, avec la technique de Georges et Sarton, 
surtout en ce qui concerne les dosages des sulfones. 

Il est logique d’admettre que l’acidification du sang provoque 
un laquage plus complet des globules rouges et permet de doser 
la totalité des produits ainsi lbérés. 


SUMMARY 


COLORIMETRIC ASSAY OF SULFONES. 


Georges and Sarton’s technique has been used for assay of 
blood sulfone and sulfanilamid in experimental animals, and the 
findings compared with those obtained with Marshall’s method 
generally used by the author. 

The experiments show that it suffices to use HCl instead of 
distilled water or saponin as a diluent for blood, to considerably 
enhance the blood level. 

Plasma levels are identical with either method, but total blood 
and red cells levels are much higher with Georges and Sarton’s 
technique, particularly in the case of sulfones. 

It is logical to admit that acidification of blood induces a more 
complete hemolysis of red cells and allows the assay of all the 
products released. 


BIBLIOGRAPHIE 
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NOUVEAU MILIEU DE CULTURE 
POUR LE DOSAGE MICROBIOLOGIQUE 
DE LA PHENYLALANINE 


par Stanimir SIBALIC et Nada RADEJ (*). 


(Faculté de Médecine Vétérinaire, 
Institut de Chimie et Institut d’Hygiéne, 
Service de Chimie Biologique, Belgrade) 


Dans deux mémoires antérieurs nous avons décrit des méthodes 
de dosage microbiologique du tryptophane et de la méthio- 
nine [4, 2] permettant de remplacer par un extrait de levure de 
boulanger les vitamines et les bases puriques, indispensables aux 
milieux de culture. En poursuivant ces travaux dans un but 
d’économie et pour tacher de simplifier la détermination des 
acides aminés, nous avons essayé de préparer un milieu de 
culture dans lequel les acides aminés synthétiques seraient rem- 
placés par des produits naturels. Dans la littérature, a part les 
milieux décrits par Greene et Black [8] pour la détermination 
du tryptophane, par Lyman et coll. [4] pour celle de la méthio- 
nine, de la tyrosine et de la cystine et par Lewis et coll. [5] pour 
la détermination de Vacide glutamique, on ne trouve aucun 
milieu de ce genre proposé pour la détermination d’autres acides 
aminés. 

Dans le présent mémoire, nous décrivons le procédé de prépa- 
ration d’un milieu pour la détermination microbiologique de Ja 
phénylalanine, dans lequel les acides aminés synthétiques ont été 
remplacés par de la caséine hydrolysée, dont la phénylalanine 
a été éliminée au moyen de charbon actif. 


PARTIE EXPERIMENTALE. 


PREPARATION DE LA CASEINE HYDROLYSEE. — 50 @ de caséine sont 
traités, dans un ballon muni d’un réfrigérant a reflux, dans 
150 ml de CIH concentré. Apres hydrolyse, l’exces d’acide est 
éliminé par distillation dans le vide. On ajoute au résidu 100 ml 
d’eau et on évapore de nouveau. Cette opération est renouvelée 


(*) Manuscrit recu le 7 mars 1958. 
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deux fois. Le résidu sirupeux est dilué dans 500 ml d’eau et on 
y ajoute une solution concentrée de (CH;COO),Ph jusqu’a ce qu il 
ne se forme plus de précipilé. Le Cl,Pb produit est sépare par 
centrifugation, puis lavé deux fois avec 200 ml d’eau chaque fois. 
On introduit ensuite du gaz SH, dans la solution claire jusqua 
la précipitation totale du plomb en excés. Aprés l’élimination du 
sulfure du plomb et son délavage avec 200 a 300 ml d’eau, on 
évapore lhydrolysat dans le vide jusqu’au stade sirupeux que 
Von dissout dans 400 ml d’eau et on Je laisse reposer a la tempé- 
rature du laboratoire pendant une nuit. La tyrosine précipitée 
est éliminée par centrifugation, le volume de la solution est 
ramené a 500 ml par l’eau et on y détermine le taux d’azote. 


PREPARATION DU CHARBON. — Pour l’adsorption de la phényl- 
alanine nous nous sommes servis du charbon actif Darco G 60, 
préalablement purifié, selon le procédé de Robson et Selim {6] 
(traitement par 3 NCIH et par l’eau) ; 40 g de charbon ainsi purifié 
sont trailés avec 200 ml d’eau, on y ajoute une pincée de cyanure 
de potassium et on chauffe le mélange 4 60°. Le charbon est 
mélangé ensuite énergiquement avec 40 g de fibres de cellulose 
transformés en pate et avec 500 ml d’eau. L’homogénéisation est 
plus complete, si elle se fait dans un mélangeur Waring-Blendor. 


PREPARATION DE LA COLONNE ADSORBANTE. — Un tube de verre 
de dimensions 6 x 60 cm est bouché a son extrémité inférieure 
par un bouchon de caoutchouc muni d’un robinet. Au-dessus du 
bouchon on place une couche de fibres de cellulose mouillées, 
transformées en pate, dont l’épaisseur est de 6 cm environ. Dans 
le tube ainsi équipé on introduit le mélange de charbon et de 
fibres de cellulose décrit ci-dessus. Apres le passage du liquide, 
on place au-dessus du charbon une couche de papier-filtre, 
épaisse de 2 cm environ. La colonne adsorbante est lavée tout 
d’abord par 21 d’eau, ensuite par 2 1 d’acide acétique a 5 p. 100. 


ADSORPTION DE LA PHENYLALANINE. — On détermine la quantilé 
de caséine hydrolysée correspondant & 5 g de caséine, que l’on 
délaye avec de Peau jusqu’au volume de 1 1 et qu’on fait passer 
’ travers la colonne adsorbante a la vitesse de L gouttes par 
minute, en se servant éventuellement d’une pompe aA eau. La 
colonne est lavée avec 2 1 d’acide acétique a 5 p. 100. On fait 
passer le premier litre de percolat obtenu a travers la seconde 
colonne de mémes dimensions que la premiére, avec la seule diffé- 
rence que l'on emploie cette fois-ci un mélange de 20 ¢ de 
charbon et 20 g de fibres de cellulose préparé comme précédem- 
ment. On lave ensuite la colonne II avec 2 1 d’acide acétique 
4’ 5 p. 100, qui ont servi pour le lavage de la colonne 1 et enfin 
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avec un autre litre d’acide acétique a5 p. 100. L’éluat (hydrolysat 
+ liquide de lavage), dont le volume total est de 4 | environ, 
est évaporé dans le vide jusqu’au stade sirupeux. Ce résidu est 
dissous dans 250 ml d’eau et on y détermine la teneur en azote. 


La valeur finale du produit est ordinairement d’environ 90 p. 100. 


PREPARATION DU MILIEU DE CULTURE. — Dans le milieu destiné 
au dosage de la phénylalanine au moyen de Leuconostoc mesen- 
teroides P-60, la caséine hydrolysée (traitée par le charbon) rem- 
place les 16 acides aminés synthétiques du milieu de Horn et 


coll. [7] (tableau I). 


Tasieau I. 


Mitieu pe Horn 
ET SES COLLABORATEURS 


Dii-eq-alanine ......... 
Hydrochlorure de L-Ar- 
ginine 
Acide DL-aspartique 
L-Cystine 
Acide DL-glutamique + 
H,0 
Glycine 
L-Histidine CIH + H,O 
L-Hydroxyproline ; 
DL-Isoleucine 
DL-Leucine 
DL-Lysine ClH 
L-Méthionine 
DL-Norleucine 
L-Proline 
DL-Sérine 
DL-Thréonine 
DL-Tryptophane 
L-Tyrosine 
DL-Valine 
Glucose 
Acétate de Na 31,0 
Sels A: 


ORXC-Uut ity Onore Otis 


Sels B: 
SO,Mg¢.7H,O 
SO,Mn.4H,0 
ClNa 
SO,Fe.7H,O 
Adénine 
Guanine 
Uracyl 
Chlorure de Thyamine . 
Pyridoxamine 2C]H ... 
Pantothénate de Ca 
Riboflavine 
Acide nicotinique 
Acide p-aminobenzoique 
Biotine 
Acide 


foliqne 


40 meg 
208 meg 
120 my 
200 mg 
470 mg 
200 mg 

27 mg 

10 mg 

29 mg 
200 mg 
150 mg 
100 mg 
200 meg 

70 mg 
120 mg 

Of) mg 
200 mg 
195 me 
120 mg 

10 2 

10 g 
500 mg 
500: mg 
200 mg 

10: mg 

10 my 

10 mg 

30 me 

50 me 

50 mg 

IO) aaniley 
0,2 mg 
0,2 mg 
0,2 mg 
0,4 my 
0,2 mg 


Miniru NOUVEAU 


Caséine hydrolysée dé- 
barrassée de la phé- 
nylalanine 


L-Cystine 


DL-Tryptophane 
L-Tyrosine 


Glucose 
Acétate de Na 3H,O ... 


PO,K,H 
>O,. KH, 


SO,Mg.7H,O 
SO,Mn.4H,0 
CINa 
SO,Fe.7H,O 
Adénine 
Guanine 
Uracyl 
Chlorure de Thyamine . 
Pyridoxamine 2CiH ... 
Pantothénate de Ca 
Riboflavine 
Acide nicotinique 
Acide p-aminobenzoique 
Biotine 
INCE TONGS Boaouceur 


2,9 g 
200 ms 
200 me 
195 meg 

10 g 

10 @ 
00 me 
00) meg 
200 my 
10) meg 
10 mg 
10 mg 
a) mg 
50 mg 
50 me 
LEO eas: 
0.2 mg 


0,2. mg 
0,2 mg 
meg 
0.2 mg 
0,005 mg 
0,030 me 
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On ajuste le pH a 6,8 et on complete le volume 4 500 ml avec 
de Veau distillée. 


DosaGr DE LA PHENYLALANINE. — La préparation du milieu, ia 
conservation de la souche microbienne, l’ensemencement, |’incu- 
bation du milieu ensemencé, ainsi que la préparation des échan- 
tillons pour analyses se font selon la technique décrite antérieu- 
rement [2, 7, 8}. 


RESULTATS ET DISCUSSION. 


Dans le tableau II est exposée la teneur en phénylalanine de 
certaines protéines et denrées alimentaires. Ces valeurs ont eté 
obtenues a l'aide de milieux contenant respectivement 0,25 ou 
0,50 p. 100 de caséine hydrolysée, traitée préalablement par le 
charbon. 


Tasteau Il, — Teneur en phénylalanine 
obtenue par déterminations séparées. 


Déterminstion Il] Détermination III |Déterminetion IV 


Caséine Caséine Caséine 
hydrolysée hydrolysée hydrolysée 


| 02% J 0,507 
CG. 
% oh 


Détermination I 


Caséine 
hydrolysée 


Produits analysés 


U, 2, es 


Caséine BDH 


Albumine d'osuf Difco 


Fribrine BDH 


Gélatine Difco 


Petits pois 


Blé total 


Meis blano 


Les résultats sont exprimés pour 16 ¢@ d’azote. 


Tasreau Ili, — Quantités de phénylalanine retrouvées 
aprés addition 4 des protéines hydrolysés. 


hie Ne Sale he et Teneur en phénylalanine 
Dans 1? hydro- Quantite % de la quan— 
lysat ajoutée tité retrouvée 


Quantite 
retrouvees 
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Tasreau IV, — Teneur moyenne en phénylalanine 
de certaines protéines et denrées alimentaires (*). 


“| 


Produits Avec le Sa Avec la casei Avec la ca—| D’apres la lit- 
lieu de Horn ne hydrolyses | seine hydro terature Z 
analysés et ‘coll. 0,25% lysée 0,50% | 
Caséine BDH 5,le Bors 5,06 
lbumine 
*oeuf Difco 5,90 5,88 5,90 
Fibrine BDH 4,10 4,17 4,15 
‘|Géelatine 1,98 1,98 
Difco 
Petits pois 4,58 A ott 4,22 
Blé total 4,44 4,48 4 aS 
Mais blanc 4,58 4,60 4,62 


ML OOKK KMa0OwW 


Les résultats sont exprimés pour 16 g d’azote. 


os 


TEL LO IO IS BO. ST 


AG ae L-Phenylalaztne 


Fic. 1. — Courbe témoin (milieu de culture de Horn et coll.) 
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Le tableau III représente les valeurs obtenues par cetie 
méthode avec de la caséine ou de l’albumine d’ceuf auxquelles 
une quantité connue de phénylalanine avait été préalablement , 
ajoutée. La phénylalanine avait été ajoutée soit avant, soit apres 
hydrolyse. Dans les deux cas les valeurs obtenues ont été satis- 
faisantes, c’est-a-dire elles se trouvaient entre 98 et 102 px 106: 

Les taux moyens de phénylalanine (tableau IV), obtenus d’une 


24 
22 
20 
18 
16 
1G 

12 


70 


ML O0KN NaOH 


eeleeeereeieeeeenne 
FJ 70 18 960 25 SO 35 ¢0 $5 


9 ae - Phenylalanine 


Fre. 2. — Courbe témoin 
(nouveau milieu de culture avec 0,25 p. 100 de caséine hydrolysée). 


part avec le milieu nouveau et d’aulre part avec le milieu pre- 
paré avec les acides aminés synthétiques, sont tout a fait compa- 
rables. De méme, en confrontant ces valeurs avec celles men- 
lionnées dans Ja littérature, obtenues en général par d’aulres 
méthodes microbiologiques, on voit qu’il n’existe que des diffé- 
rences insignifiantes, dues probablement a la nature méme des 
produits examinés. 

En outre, comme le montrent les tableaux II ct IV, les taux 
de phénylalanine, obtenus avee les milieux contenant respecti- 
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vement 0,25 et 0,50 p. 100 de caséine hydrolysée, sont prati- 
quement identiques. On ee t done employer indifféremment Pune 
ou Vautre concentration d’hydrolysat pour la préparation du 
milieu. 

Les figures 1, 2 et 3,représentent les courbes étalons, obtenues 
en ulilisant soit le lat de culture préparé avec les acides 


ML OOF KM NaOH 


5S 10 18 20 @5 30 35 WO 45 
9 ae L- DWhenvlalanine 


Fic. 3. — Courbe témoin 
(nouveau milieu de culture avec 0,500 p. 100 de caséine hydrolysée). 


aminés synthéliques, soit avec le milieu de culture dans lequel ces 
acides aminés ont été remplacés par la caséine hydrolysée. 11 
nexiste pas de différence essentielle entre ces deux milieux, si ve 
nest que dans le milieu contenant 0,50 p. 100 de caséine hydro- 
Ivsée la production d’acide Jactique est quelque peu augmentée. 


CONCLUSIONS. 


1° Nous avons décrit un milieu de culture nouveau pour le 
dosage microbiologique de la phénylalanine 4 Vaide de Leuco- 
nostoc mesenteroides P 60. 
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2° Nous avons indiqué la technique de préparation de ce milieu 
simple dont les 16 acides aminés synthétiques ont été remplacés 
par de la caséine hydrolysée, préalablement débarrassée de ta 
phénylalanine. ; 

3° Le taux de phénylalanine trouvé dans la caséine, l’albumine 
dceuf, la fibrine, la gélatine, les petits pois, le blé et le mais, 
est en général comparable a celui qu’on trouve par d’autres 
méthodes microbiologiques. 


SUMMARY 


A NEW CULTURE MEDIUM 
FOR THE MICROBIOLOGICAL ASSAY OF PHENYLALANIN. 


1, The authors describe a new culture medium for the micro- 
biological assay of phenylalanin by means of Leuconostoc mesen- 
teroides P 60. 

2. They describe the technique of preparation of this simple 
medium, the sixteen amino acids of which have been replaced by 
hydrolyzed casein previously deprived of phenylalanin. 

3. The level of phenylalanin found in casein, ovalbumin, fibrin, 
gelatin, peas, wheat and corn is generally comparable to that 
found with other microbiological methods. 
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Présidence de M. PRrévor. 


COMMUNICATIONS 


UN NOUVEAU SEROTYPE DE SALMONELLA : S. FANN. 
par L. LE MINOR et H. DARRASSE. 


(Institut Pasteur de Paris et Ecole de Médecine de Dakar) 


Cette souche a été isolée a Dakar (A. O. F.) d’une eau owt elle était 
associée 4 une autre Salmonella du groupe D. Elle posséde une lysine- 
décarboxylase, n’a pas d’uréase, ni de tryptophane-désaminase, ne 
cultive pas sur milieu au CNK. Elle fait fermenter en un jour : xylose, 
arabinose, rhamnose, glucose (+ gaz), mannitol, sorbitol, dulcitol, 
tréhalose. L’adonitol, le sorbose, le lactose, le maltose, le saccharose, 
Vinositol et la salicine ne sont pas fermentés. Cette souche cultive 
abondamment sur milieu de Simmons au citrate de sodium, fait fer- 
menter en vingt-quatre heures en milieu de Kauffmann le D-tartrate 
de sodium. Elle ne produit pas d’indole. En milieu de Clark et Lubs 
la réaction au rouge de méthyle est positive, celle de Voges-Proskauer 
négative. 

Sur lame la culture est agglutinée par les sérums anti-O:11, 1 v, 
Zw, 1 2%, et par le sérum saturé anti-v. Aprés culture sur gélose molle 
additionnée de sérum anti-1 v (méthode de Gard), elle est agglutinée 
par les sérums anti-enz, enz,, et x saturé. 

Les titrages en tubes et la saturation confirment ces résultats: la 
suspension O est agglutinée au titre homologue (1/3200) par le sérum 
anti-O :11 préparé avec S. rubislaw. La saturation en enléve toutes 
les agglutinines. La phase 1 est de méme agglutinée A 1/25 600 par 
le sérum anti-1v préparé avec S. london et en sature complétement 
les agglutinines. I] en est de méme pour la phase 2 dans le sérum 
anti-e na préparé avec S. abortus equi. 
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La formule antigénique de cette Salmonella est donc 11: lv:en tie 
Nous remercions le D* Kauffmann d’avoir bien voulu confirmer ce 
diagnostic. 
REsumE. — Description d’un nouveau sérotype de Salmonella, S. fann 
isolée d’une eau et ayant la formule 11: lu:eng. 
SUMMARY 


A NEw Salmonella sERoryPe : S. fann. 


Description of a new Salmonella serotype, S. fann, isolated from 
water, and possessing the formula: 1l1:lvu:ena. 


UN NOUVEAU SEROTYPE DE SALMONELLA 
SALMONELLA LYON (47: k: en zis) 


par L. LE MINOR, D. DREAN et H. LE TELLIER. 


(Unstituts Pasteur de Paris et de Lyon) 


Cette souche a été isolée & Lyon, au cours d’examens systématiques, 
de selles d’un enfant ne présentant pas de troubles digestifs. El‘e 
possede une lysine-décarboxylase, n’a pas d’uréase ni de tryptophane- 
désaminase, ne cultive pas en milieu au CNK. Elle fait fermenter en 
un jour: xylose, arabinose, rhamnose, glucose (+ gaz), mannitol, sor- 
bifol, dulcitol, maltose, tréhalose. L’adonitol, le sorbose, le lactose, le 
saccharose, l’inositol et la salicine ne sont pas fermentés. Cette Salmo- 
nella cultive sur milieu au citrate de sodium de Simmons et fait fer- 
menter Je D-tartrate de sodium en milieu de Kauffmann. Elle ne pro- 
duit pas d’indole, donne en milieu de Clark et Lubs une réaction au 
rouge de méthyle positive et une réaction de Voges-Proskauer négative, 
réduit les nitrates en nitrites. Le dégagement de H,S est abondant. La 
gélatine n’est pas liquéfiée (méthode classique et méthode de Kohn 
modifiée par Lautrop). Cette souche est agglutinée sur lame par les 
sérums anti-O : 47, k, en zZ,, et z,; saturé. Elle sature les agglutinines 9 
du sérum O :47 préparé avec S. kaolak, les agglutinines anli-k d’un 
sérum préparé avec S. thompson phase 1 et les agglutinines anti-e n 7;; 
d’un sérum préparé avec S. glostrup phase 2. 

La formule est donc 47 :k : en Z,;. 

Nous remercions le Dt Kauffmann de l’aide qu’il nous a apportée 
dans l’étude des antigénes H de cette souche. 
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Résumé. — Description d’un  sérotype nouveau de Salmonella, 
S. lyon, isolé par coproculture chez un enfant ne présentant pas de 
troubles digestifs. 


SUMMARY 


A new Salmonella spRoTyPE: S. lyon, 


Description of a new Salmonella serotype isolated from the stools 
of a child, which did not present any digestive symptoms. 


COURBES DE CROISSANCE DE STAPHYLOCOQUE 
DANS UN MILIEU ADDITIONNE D’HEMATIES 
AYANT FIXE UN ANTIBIOTIQUE 


par R. SEIGNEURIN, R. MAGNIN et M™* J. FILS. 


(Ecole de Plein Exercice de Médecine 
et Pharmacie de Université de Grenoble, 
Chaire de Bactériologie et Hygiéne) 


InTROoDUCcTION. — Nous avons montré antérieurement (voir Biblio- 
graphie) que les hématies peuvent fixer les antibiotiques auxquels on 
les mélange, quand, par exemple, on met en présence de sang rendu 
incoagulable, des solutions de pénicilline, streptomycine, auréomycine, 
érythromycine. Cette fixation est définitive ; elle persiste malgré les 
nombreux lavages en eau physiologique ou en solution isotonique 
auxquels on peut soumettre les hématies ; elle ne disparait qu’avec 
leur destruction. Par ailleurs, si l’on place ces globules, méme lavés, 
dans du plasma neuf, ou s’ils se trouvent dans du sang humain 
conservé sur un anticoagulant (citrate, glucose), il s’établit un équi- 
libre de répartition globulo-plasmatique de l’antibiotique. 

Il était logique, dés lors, de penser que, ajoutées & un milieu de 
culture quelconque, ces hématies pouvaient s’y comporter comme une 
réserve d’antibiotique, libérant ce dernier 4 tout instant. 


RECHERCHES EFFECTULES. — Nous avons donc comparé (dans des condi- 
tions identiques de nombre de germes ensemencés, d’age de la culture 
de départ, de température et de temps d’incubation, de nature et de 
volume de milieu de culture) les courbes de croissances d’une souche 
de staphylocogque « Londres », en présence : soit d’un volume déter- 
miné d’hématies sensibilisées & la magnamycine, et lavées trois fois 
en eau physiologique ; soit du lysat en eau distillée de ces mémes 
hématies ; soit du méme yolume d’hématies n’ayant subi aucun trai- 
tement ; soit du lysat de ces derniéres hématies 


; soit de la méme 
quantité d’antibiotique en solution aqueuse. 
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PROTOCOLE EXPERIMENTAL. — 1° Antibiotique. Nous dissolvons 0,250 g 
de magnamycine pure (1) dans 25 ml de solution ACD (citrate tri- 
sodique, 2,50 g; glucose anhydre pur, 2,25 ¢ ; acide citrique mono- 
hydrique, 0,85 g ; eau distillée apyrogéne q. s. pour 100 ml). On agite 
vigoureusement. La dissolution n'est pas complete. 


2° Hématies. Sur la solution ci-dessus, on recueille 100 ml de sang 


dun donneur (nous avons indifféremment employé des sangs de 
groupe A ou O Rh positif). La méme quantité de sang est recueillie 


également sur 25 ml de solution ACD pure. 

3° Fixation de UVantibiotique. Le mélange précédent, antibiotique 
+ Sang, est porlé a + 4°C pendant quarante-huit heures. 

4° Préparation des globules sensibilisés. Le sang sensibilisé 4 l’anti- 
biotique est soumis 4 trois centrifugations successives, de dix minutes 
chacune, a 3000 tours/minute. Les lavages sont faits avec de l’eau 
physiologique. Aprés la troisiéme centrifugation, on obtient un culot 
globulaire. On observe au fond du tube la présence d’un petit sédiment 
blanc de magnamycine. Mais il est tout a fait séparé des globules, et 
on ne prélévera 4 la pipette, pour |’expérience, que les hématies de ta 
partie supérieure du tube. 

5° Préparation des globules témoins. Us sont obtenus de la méme 
facon a partir du sang recueilli sur la solution ACD pure. 

6° Mise en route des cultures. La culture souche est repiquée en eau 
pepltonée, puis sur gélose nutritive. On utilise toujours une culture 
de dix-huit heures en eau peptonée, préparée a partir du repiquage 
sur gélose. De cette culture de dix-huit heures, on prendra 0,1 ml. 

Les cing cultures sont mises en route, parallélement, dans des tubes 
de 20, en introduisant successivement l'un apres lautre, les éléments 
suivants (V. tableau I). 


TaBLEAu JI. 


a T 
Nd culot culot eau eau eau culture de 
+ubes|globulaire |globulaire| physio-| dis- | peptonee 18 h de sta- 
sensi- témoin logique/tillée phyiocoques 
| bilisé 7 
[ al | 0,5 O62 5 ’ 
Cant 0,5 | 955 5 ’ 
3 0,5 te 5 0,1 
4 0,5 erocen it ans 0,1 
aloes 2 ; 
mg de 
5 magna 5 Oral 
mycine | 
L 3 pa 


On voit que les cultures 2 et 4 contiennent les lysats globulaires 
(Vhémolyse y est totale). Toutes les cultures sont incubées a 37° C. 


(1) Magnamycine pure en poudre blanche qui nous a été aimabJement 
fournie par les Laboratoires Clin-Comar, 20 rue des Fossés-Saint-Jacques, 
Paris-5¢, 4 qui nous adressons nos vifs remerciements. 
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7° Courbes de croissance. Nous évaluons le nombre des germes 
vivants des cultures, par repiquage sur boite de Petri. Il nous a paru 
en effet plus exact ici de ne pas nous adresser & des mesures néphélo- 
métriques. 

Selon les cultures (avec ou sans antibiotique), nous pratiquons des 
dilutions au 1/10 ou au 1/1000, et nous en étalons 1/10 de millilitre 
sur gélose en boite de Petri. Aprés incubation de vingt-quatre a qiua- 
rante-huit heures & 37°C, nous comptons le nombre de colonies, et 
nous exprimons la densité des populations microbiennes en nombre de 
cermes vivants par millilitre. 


Résuttats. — Par opposition aux milieux témoins contenant des 
hématies pures intactes ou lysées, les milieux de culture contenant 


400.000} 
= fe) A 4 aoe paa! 
3 o cultures contenant globules ayant fixé l’antibiotique 
cc 
a S e cultures contenant le lysat de ces globules 
n o.° : ibiotl 
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soit les hématies chargées de magnamycine, soit le lysat de ces mémes 
hématies, soit la solution témoin d’antibiotique 4 2 mg de magna- 
mycine pour 15 ml, donnent tous les trois des courbes de croissance 
microbienne superposables (V. fig. 1). 


ConcLusions. — Aprés absorption de l’antibiotique (celui-ci restant 
fixé sur elles, méme aprés lavages successifs), les hématies se compor- 
tent dans le milieu de culture comme une réserve d’antibiotique, 
qu’elles libérent graduellement, provoquant ainsi une action bactério- 
statique et méme bactéricide. 

Ce phénomeéne parait devoir mettre l’accent sur le réle important 
que jouent probablement les hématies dans la lutte contre l’infection, 
chez Je sujet traité par les antibiotiques. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 117 


SUMMARY 


GROWTH-CURVES OF A STAPHYLOCOCCUS STRAIN IN A MEDIUM CONTAINING 
ERYTHROCYTES WHICH HAVE ADSORBED AN ANTIBIOTIC. 


An antibiotic which has been adsorbed on erythrocytes cannot be 
eluated, even by repeated washings. Erythocytes which have adsorbed 
an antibiotic behave in the culture medium as a reserve of the anti- 
biotic, which they progressively release, inducing a bacteriostatic and 
even a hbacteridical effect. 

This phenomenon suggests the important part played by the erythro- 
cytes of a patient treated with antibiotics in the fight against infection. 
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ETUDE DES IMAGES DE SENSIBILITE 
DES « ESCHERICHIA COLI» PATHOGENES 
POUR LE NOURRISSON A DIVERSES COLICINES TYPES. 
INTERET EPIDEMIOLOGIQUE DE CETTE ETUDE 


par Yves HAMON 
(avec la collaboration technique de P. DUCREST et G. BRAULT). 


(Institut Pasteur, Service des Bactériophages) 


Dans une note précédente [4], nous avons relaté nos recherches sur 
le pouvoir colicinogéne et sur la nature des colicines élaborces par les 
différents lysotypes [3, 4] des sérotypes 0111 : B4, 055 : BS et 026 : B6. 
Cette étude portant sur 849 souches nous a permis de répartir les 
cultures de chaque lysotype en cultures colicinogénes et non colicino- 
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genes et de grouper entre elles les cultures de chaque lysotype pro- 
duisant la méme colicine. Sur 392 de ces cultures, représentant les 
différents élats colicinogénes, nous avons recherché l/activité des 
14 colicines types suivantes : B, C, D, El, E2, F, G, H, 1, ([+J), K, 
S3, S4, V (1). Dans ce dessein nous avons employé les deux méthodes 
suivantes : 


1° Technique de culture en double couche de gélose (Fredericq [5]). 
— Chacune des 14 souches colicinogénes types est cultivée en un semis 
de colonies séparées dans l’épaisseur d’une plaque de gélose nutritive 
(200 4 300 colonies pour une plaque de gélose de 9,5 cm de diamétre) ; 
apres gquarante-huit heures 4 37°'C, les colicines élaborées par ces 
colonies ont largement diffusé dans la gélose ; on dépose alors I goutte 
de chaque culture diluée au 1/400 de colibacilles de gastro-entérite 
infantile (G. E.1.) a la surface stérile de la deuxiéme couche. Aprés 
vingt-quatre heures d’étuve 4 37°C, on peut constater soit une inhi- 
bition franche, soit une inhibition douteuse, soit une absence d’inhi- 
bition de la culture & la surface de la gélose. 


2° Technique de culture en piqure sur plaque de gélose (Frede- 
ricq [6]). — En cas de réaction douteuse par la technique précédente, 
nous effectuons une vérification du pouvoir colicinogéne par la méthode 
suivante : la souche colicinogéne type considérée est ensemencée par 
piqure au centre d’une plaque de gélose nutritive ; on stérilise ensuite 
par le chioroforme la culture développée en quarante-huit heures 
a 37°C et Von dépose au contact de la macrocolonie centrale I goutte 
dune dilution au 1/400 de la culture étudiée d’E. coli. La sensibilité 
de cette derniére 4 la colicine type se traduit généralement, dans ce 
cas, par une inhibition totale de la culture. 

Dans le tableau I figure le nombre d’images différentes de sensibilité 
rencontrées parmi les souches colicinogénes et non colicinogénes des 
divers lysotypes ; chaque image de sensibilité définissant ce que nous 
proposons d’appeler un colicinotype. 

L’examen du tobleau I montre que les souches colicinogénes de 
chaque lysotype peuvent généralement étre subdivisées en plusieurs 
colicinotypes. Pour certains lysotypes colicinogénes (St Christopher, 
Weiler, Warwick), la colicinotypie apporte une amélioration impor- 
tante aux méthodes de lysotypie et d’identification du pouvoir colici- 
nogéne ; au contraire, pour les souches colicinogénes des types Séyres, 
Tourcoing et Béthune, par exemple, elle ne fait que traduire les 
différences dans l’état colicinogéne de ces souches [4, 2]. 

Les souches non colicinogénes de chaque lysotype donnent également 
des images différentes de sensibilité aux colicines types ; cette consta- 
tation permet ainsi d’obtenir une subdivision intéressante des lyso- 
lypes non colicinogénes en plusieurs colicinotypes. 

Nous admettons |’état provisoire du classement en colicinotypes que 
nous proposons dans le tableau I. Nous avons dvi, en effet, utiliser un 
certain nombre de souches anciennes (notamment des lysotypes rare- 


(1) Nous remercions vivement le professeur P. Fredericg, qui nous a 
aimablement envoyé les souches productrices de colicines types. 
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ment rencontrés), dont la sensibilité aux colicines a pu se modifier 
au cours de leur conservation in vitro. Il est donc possible que le 
nombre réel de colicinotypes se révéle par la suite inférieur A celui 
que nous mentionnons ici. Nous insistons sur Vimportance qu’il 
convient d’attacher & l’emploi de souches récemment isolées ou conser- 
vées dans de bonnes conditions (sur milieu de Dorset 4 +4° C. notam- 


\ ) . . oe . . 2 . . 
ment) pour la colicinotypie et pour lidentification des  colicines 


élaborées par ces germes. 


Tasreau I. 


Lysotype , Htat des souches Nombre de colicirotypes 
* colicinogénes 3 colicinotypes qques colicinotypes 
Sévres E fréquents rares 
peegestae rs y non colicinogénes 3 colicinotypes quelques types 
x fréquents rares 
2 x Zz : 
Seumantcacs colicinogénes 3 eens? 
lyonnaise ; he 
* non colicinogénes (non étudié) 
— eee 
u colicinogénes 2 colicinotypes quelques types 
Tonxcoine ‘ fréquents rares 
! non colicinogénes 1 colicinotype 2 types rares 
fréquent 
Lomme i non colicinogénes 2 colicinotypes 2 types rares 
3 fréquents 
: colicinogénes 2 colicinotypes l type rare 
Béthune : fréquents 
S non colicinogénes 2 colicinotypes l type rare 
: fréquents 
———— ee eee 
St Christopher : colicinogénes 3 colicinotypes 2 types rares 
5 fréquents 
Weiler : colicinogénes 3 colicinotypes 2 types rares 
3 fréquents 
Jérusalen :non colicinogénes 2 colicinotypes 1 type rare 
: fréquents 
*colicinogétnes 2 colicinotypes 2 types rares 
Birmingham . fréquents 
:non colicinogénes 4 colicinotypes 
*colicinogénes 2 colicinotypes 
Warwick i fréquents 
inon colicinogénes 1 eolicinotype 3 ou 4 types rares. 
4 fréquent 


A titre d’exemple, nous donnons dans le tableau II les différentes 
images de sensibilité du lysotype Lomme, dont les souches étudiées 
étaient-relativement récentes. Précisons que le type Lomme est presque 
toujours dépourvu de pouvoir colicinogéne ; parmi les colibacilles du 
sérotype 055 :B5, il est lun des plus fréquemment rencontrés en 
France, 
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Tasteau Il. — Sensibilité des souches non colicinogénes du type 
Lomme a diverses colicines types (schéma provisoire). 


Colicines types 


3 hs B E F G H Tee Teo S35 je) Vv 
ler colicinotype: 0 ie) + (e) + + + + fe} fe) ce) + 
(fréquent ) . 
SSS 
2e colicinotype * 0 ) - fo) + + ) + ) a) fe) + 


(fréquent ) 


3e colicinotype * 0 (0) (6) ©) + + 0) (0) fe) ©) ) + 
(rare ) 


fe colicinotyps * + + + 0 + + 2. a 0) (0) re) 2 
(rare ) : 


+ = action létale positive; 0= pas d’action létale de la colicine. 


VALEUR EPIDEMIOLOGIOUE DE LA COLICINOTYPIE. — L’étude de 141 souches, 
provenant de 40 foyers de France et d’Allemagne, nous a permis 
d’éprouver Ja valeur épidémiologique de la colicinotypie. De cette 
investigation, il ressort que toutes les souches isolées dans un méme 
foyer épidémique présentent généralement la méme image de sensi- 
bilité aux 14 colicines étudiées. 

Quelles pourraient étre les raisons de cette stabilité des colicinotypes 
au cours de la contagion? Fredericq [7] a montré que la sensibilité 
dé. coli K12 aux antibiotiques trés spécifiques que sont les colicines, 
dépend de la présence de facteurs génétiques susceptibles de se recom- 
biner par croisement ou de disparaitre par mutation. 

Il semble probable que de tels facteurs, inscrits dans le patrimoine 
héréditaire des bactéries, gouvernent également la sensibilité des 
E. coli de G. E.J. aux diverses colicines. 

Ainsi la valeur épidémiologique de notre méthode serait due A Ja 
presence de ces facteurs héréditaires qui « marqueraient » spécifique- 
ment les bactéries appartenant aux différents colicinotypes. Quant aux 
rares discordances que nous avons observées, elles doivent étre attri- 
buées & une modification de la sensibilité des souches au cours de 
leur conservation in vilro. 


Résumé. — Les souches appartenant 4 un méme lysotype d’E. coli 
de G. E. 1. et possédant le méme état colicinogéne ont été soumises 
a l’action de 14 colicines différentes ; elles ont présenté habituellement 
plusieurs images de sensibilité A ces colicines. Toutes les souches 
provenant d’un méme foyer épidémique ont fourni généralement !e 
méme schéma de sensibilité que nous proposons de désigner sous le 
nom de colicinotype. Du fait de son intérét épidémiologique, la déter- 
mination des colicinotypes, ou colicinotypie, compléte la lysotypie, la 


recherche du pouvoir colicinogéne et identification des colicines parmi 
les E. colt de G. BH. I. 
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SUMMARY 


STUDY OF THE PATTERN OF SENSITIVITY OF IZ. Coli 
FROM INFANTILE GASTRO-ENTERITIS TO DIFFERENT COLICIN TYPES. 
EPIDEMIOLOGICAL INTEREST OF THIS STUDY. 


Strains belonging to the same infantile gastro-enteritis E. coli lyso- 
type and possessing the same colicinogenic state have been submitted 
to the action of fourteen different colicins. They have presented 
several patterns of sensitivity to these colicins. All the strains origi- 
nating from the same epidemiological focus generally possess the same 
pattern of sensitivity, which the author proposes to name « colicino- 
type ». The determination of colicinotypes, or colicin-typing, presents 
a great interest for epidemiological studies ; it is a complement of 
phage-typing, of the study of colicinogenic activity and of the 
identification of colicins among £. coli of infantile gastro-enterilis. 
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ACTION DES ULTRASONS SUR LE COMPLEMENT 
ET SES COMPOSANTS 


par A. VERAIN, A. VERAIN et E. DESPAUX. 


{Laboratoire de Bactériologie et Laboratoire de Physique Médicale, 
Faculté de Médecine d’Alger [professeurs G. Faprant et C. Catcan]) 


L’action des ultrasons en biologie est encore incomplétement explorée. 
On sait qu’ils agissent sur les cellules les plus fragiles, telles que 
les hématies ou les spermatozoides, en les lysant ou en détruisant 
leurs propriétés spécifiques, dans certaines conditions de puissance et 
de concentration. Leurs effets sur les molécules protéiniques ont sur- 
tout été étudiés en France par Grabar [4], Prudhomme [2], 
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Kaminski [3] et se traduisent, soit par une dénaturation, soit par 
des modifications dans la structure des macromolécules. 

Dans ce travail, nous présentons les résultats que nous avons observés 
en étudiant l’action des ulrasons sur l’activité complémentaire des 
sérums humains. 


TECHNIQUE ET MATERIEL. — Les sérums utilisés sont des sérums de 
sujets sains ou des sérums de malades présentant une activité complé- 
mentaire normale. 

Comme source ultrasonore, nous avons utilisé un générateur de ia 
maison P.C. E. équipé avec une céramique piézoélectrique & base de 
titanate de baryum, donnant une fréquence ultrasonore de 1 méga- 
cycle avec une puissance de 70 watts au niveau de la céramique, soit 
une puissance de 3,5 walts au cenlimétre carré. Le faisceau ultra- 
sonore se propage dans une cuve tronconique remplie d’eau distillée. 
La céramique et l’eau sont refroidies par une soufflerie pour éviter 
toute élévation de température préjudiciable A la longévité de la 
céramique. 

A 3 cm au-dessus de la céramique, sur un petit épaulement de la 
cuve, peuvent se placer des disques limitant ainsi une chambre de 
résonance variable et produisant un effet de concentration intense du 
faisceau ultrasonore pouvant atteindre 20 watts au centimétre carré. 
Sur le cété de notre cuve est fixé un portique permettant de main- 
tenir les éprouvettes d’expérience et de les replacer toujours dans la 
méme position par rapport au faisceau. Ces éprouvettes sont cylin- 
driques, de 34 ou 60 mm de diamétre, de 180 mm de haut et leur 
fond est constitué par une mince lame de teflon. De cette maniére 
la propagation des U.S. s’effectue de l’eau vers la solution étudiée 
a peu pres sans perte. 

Lors de Vutilisation de lVappareillage il est primordial, lorsqu’on 
vient de remplir la cuve d’eau, de faire passer quelques instants les 
U.S. de maniére a dégazer totalement l’eau. Lorsqu’on néglige cette 
précaution l’intensité ultrasonore est nettement plus faible au début 
de Vapplication. 

A la suite d’essais nous avons constaté que, malgré la soufflerie, la 
température d’un sérum ultrasonné pouvait s’élever aux alentours 
de 50°, lVeau de la cuve ne dépassant pas au méme moment 831°. 
Pour supprimer cette cause d’erreur nous avons été conduits a réa- 
liser un petit réfrigérant en verre immergé dans le tube laboratoire 
et ot. circule eau de Ja canalisation & une température moyenne 
de 18°. Pour compléter encore le refroidissement, nous avons placé 
des glacons d’eau distillée dans la cuve A eau. De telles précautions 
ont permis d’ultrasonner des liquides biologiques pendant plusieurs 
heures sans élévation notable de la température A J’intérieur de 
l’éprouvette. 

Les dosages de complément (C’) sont effectués selon la technique 
cinélique proposée par Vargues et Domer [4], technique dérivée de 
celle de Ponder [5]. 

Les réactifs Rl, R2, R38, R4 sont préparés selon les méthodes clas- 
siques décrites par Kabat [6]. Ces réactifs ont été préparés a partir 
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d’un mélange de sérums de 500 cm?, de facon 4 posséder des quantités 
suffisantes de chacun des réactifs pour effectuer une centaine de 
dosages. Une fois préparés, les réactifs sont répartis en flacons et 
conservés & — 25°. On établit pour chaque réactif la courbe d’étalon- 
nage qui servira de référence lors des dosages successifs. Pour chaque 
série de dosages on décongéle seulement la quantité de réactif néces- 
saire. Le dosage des composants est aussi effectué selon la technique 
cinétique. 

Les résultats de ces différents dosages nous fournissent le temps 
nécessaire 4 l’hémolyse de 50 p. 100 des globules rouges sensibilisés. 
A partir de ce temps, et en nous rapportant aux courbes d’étalonnage, 
on détermine le nombre d’unités 50 p. 100 contenues dans 1 cm* du 
sérum étudié, lVunité étant définie ainsi: la plus petite quantité de 
sérum ou de préparation sérique capable de provoquer la lyse de 
50 p. 100 des globules sensibilisés, en trente minutes et sous un 
volume final ramené & 1 cm’. 


Résutrars. — Nous avons signalé qu’au début de nos recherches, 
nous avions utilisé l’appareillage producteur d’ultrasons sans employer 
de thermostat. Nous avons rapidement constaté que durant le traite- 
ment ultrasonore la température du sérum s’élevait jusqu’a 50° ; l’effet 
thermique s’ajoutant 4 l’effet des vibrations, nous ne pouvions savoir 
auquel des deux effets devait étre attribuée la baisse complémentaire 
constatée. Par la suite, nous avons pris soin de neutraliser l’effet 
thermique en utilisant le serpentin de réfrigération décrit plus haut. 
Avec ce procédé, la température n’augmente pas de plus de 3 ou 4°. 


1° Action des ultrasons sur le sérum pur. — Nous placons dans 
V’appareil 20 cm? de sérum et nous prolongeons l’action des ultrasons 
pendant une heure, deux heures et quatre heures. Le taux de complé- 
ment n’est pratiquement pas changé ; il est de 340, 330 et 320 unités 
dans les échantillons prélevés aprés une heure, deux heures et quatre 
heures, alors que le sérum témoin titre 350 unités. Ces chiffres ne 
sont pas significatifs étant donné la sensibilité relative des méthodes 
de dosage du complément. Ils nous ont cependant engagés 4 poursuivre 
nos recherches en raison de la légére baisse constatée. 


2° Action des ultrasons sur le sérum dilué. — C’est une propriété 
générale du sérum sanguin d’étre plus sensible aux actions physiques 
et chimiques quand la concentration en protéines est abaissée par 
dilution (vieille théorie des colloides protecteurs). C’est pourquoi nous 
avons pratiqué le traitement par ultrasons sur des dilutions sériques. 
Dans ce but, nos sérums sont dilués dans Ja solution tampon de Mayer 
et Lévine. Une partie de la dilution réalisée est conservée comme 
témoin A la température de 20°, l’autre partie est ultrasonnée en pre- 
nant soin de ne pas dépasser celte température de 20° pendant toute 
la durée du traitement. 

Un ‘sérum dilué au 1/30 nous a donné, aprés quatre-vingt-dix 
minutes de traitement ultrasonore, les résultats rapportés dans le 
tableau I. 

Un autre sérum, dilué au 1/20, ultrasonné pendant soixante minutes, 
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cent vingt et cent quatre vingts minutes, fournit les résullats rap- 
portés dans Je tableau II. 

Pour obtenir linactivation totale de l’activité complémentaire, il 
faut, dans nos conditions expérimentales, ultrasonner pendant Six 
heures une dilution sérique au 1/30. Un tel sérum ainsi inactivé 
fournit les résultats du tableau TIT. 


Tapieau I, 
ci | ce 4 
130U 


400 U}] i30U | 875U |I1.660U 


Témoin 


Ultrasonné 
90 min. 


Tasieau II. 


G2 (Ce) C4 


Témoin 


7OOU} 900U |4.000U 


Ultrasonné 
60 min. 


500 U | 3.000 U 


1.000U} 280U] 300U |2.000U 


Tasreau Il, 
Cy Cal Gra (C6) C4 
333U/]1.080U}] 600U] 800U 3.500U 
Ultrasonné 


Discussion. — Les chiffres relevés dans les tableaux sont trés signi- 
ficatifs puisque l’on aboutit A linactivation totale en six heures de 
lraitement. Cette inactivation est réguli¢rement progressive, comme le 
montrent les dosages en cours de traitement. 

Insistons sur le fait que ces résultats ne peuvent étre interprétés 
comme J’action du seul « vieillissement » du sérum dilué. En effet, 
le tampon physiologique utilisé comme liquide de dilution posséde des 
ions Ca et Mg en quantité optima pour conserver intact le complément 
et ses composants. Nos dosages témoins, faits sur des sérums dilués et 
conservés 4 Ja température ambiante, ne montrent aucune baisse 
sensible du taux du complément et des composants. 


Ultrasonné 
120 min. 


Ultrasonné 
180 min 


eZ 6 
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Cette inactivation porte simullanément sur les différents composants 
du complément et n’est donc pas spécifique vis-d-vis d’un de ces 
composants. Cependant les divers composants ne présentent pas la 
méme sensibilité aux ultrasons. Le composant C’2, de nature a-globu- 
linique est le plus atteint. Puis vient C’3 dont linactivation semble 
variable selon l’origine des sérums. Les composants C’l et C’4 semblent 
plus. résistants. 

Les résultats obtenus peuvent ¢tre interprélés comme un début de 
dénaturation des protéines sériques. Des recherches physico-chimiques 
sont en cours pour étudier les modifications sériques constatées apris 
traitement ultrasonore. Dés maintenant nous pouvons dire qu’aprés 
un traitement de deux heures, |’électrophorégramme sur papier ne 
montre pas de changement ; mais on sait la faible sensibilité de cette 
méthode. Par contre, l'étude de la précipitation des protéines en 
fonction du pH dans les solutions de faible force ionique (fiche réti- 
culo-endothéliale de Sandor) indique trés nettement une diminution 
de la précipitation en zone alcaline et une augmentation des quan- 
tités protéiniques précipitables & pH 6; ce qui traduit un réarran- 
gement des molécules protéiniques et sans doute le début de formation 
du complexe C de van der Scheer. 


Q’est pourquoi nous pensons que linactivation du complément et 
de ses composants, que nous constatons aprés traitement par les ultra- 
sons, n’est pas une inactivation spécifique, mais provient d’un début 
de dénaturation des protéines sériques. 


En résumé, quand on soumet un sérum dilué a laction des ultra- 
sons on observe une inactivation progressive de l’activité complé- 
mentaire du sérum, inactivation qui porte sur les divers composants, 
et plus particuliérement sur C’2 et C’3. Les sérums non dilués sont 
beaucoup plus résistants aux traitements ultrasonores. 


SUMMARY 


EFFECT OF ULTRASONIC WAVES ON COMPLEMENT AND ITS COMPONENTS. 


When a diluted serum is submitted to ultrasonic waves, a progres- 
sive inactivation of its complementary activity is observed. This inac- 
tivation affects the different components, particularly C’2 and (C’s. 
Undiluted sera are much more resistant to this treatment. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans Ses 
Annales de l'Institut Pasteur. 


Etude clinique et histologie de la stéatose hépatique des 
chimpanzés morts en captivité a l'Institut Pasteur de 
Kindia, par G. Lerrou et V. Micuanrp. 


La rage en A. E.F. au cours des cing derniéres années, par 
R. Drepoux, J. Orto, P. MeRveEmLLE et J. CErccaLpl. 


Culture du virus de la vaccine. I. Essais de culture du virus 
de la vaccine sur cultures de cellules épithéliales de rein 
de lapin, par P. Surreau, A. Dov et E. R. Brycoo. 


Recherches sur les Salmonella et Arizona hébergées par les 
vipéres de France, par L. Le Minor, M. A. Fire et P. R. Epwanos. 


Mise au point: Bacille de Whitmore et mélidioidoses, par 
L. LAPEYSSONNIE. 


ELECTIONS 


MM. Brun, Bussard, Dulong de Rosnay, Huet, Kirn, Louis Lamy, 
Lapeyssonnie, Mulder, Rousselot, Sacquet, Saenz fils, Samaille, Toucas, 
Videau ; Me Arztet, M™e Szturm-Rubinsten, sont élus membres de Ja 
Société Francaise de Microbiologie. 


AVIS 


Le Comité de Biarritz de la Ligue Nationale Francaise contre le 
Cancer a créé un prix de 400000 francs qui sera remis en 1959. 

Ce prix est destiné 4 récompenser un travailleur dont les recherches 
auront porté sur la nature, l’étiologie ou le traitement du cancer. 

Les candidats devront adresser leurs mémoires au Président du 
Comité Scientifique de la Ligue Nationale Francaise contre le Cancer, 
6, avenue Marceau, Paris, avant le 24 décembre 1958, dernier délai. 


LS 
Ge oS 


Le VII® Congrés International d’Hydatidologie se tiendra 4 Beyrouth 
(Liban) les 20, 21, 22 septembre 1958. Pour tous renseignements 
sadresser au D* Elias Sader, Ordre des Médecins, Boite Postale 640, 
Beyrouth (Liban). 
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_ Les noms du professeur Henri Mondor, de I’ Académie Francaise, et 
du D* André Soubiran figurent au sommaire du n° 23 de la revue 
Faim et Soif (32, rue des Bourdonnais, Paris), fondée par l’Abbé Pierre. 
Le célébre chirurgien et l’auteur des Hommes en blane donnent 
leur avis sur le probleme des hépitaux auquel ce numéro est consacré. 
Des journalistes spécialisés, des représentants du personnel hospi- 
talier, des médecins des h6pitaux, des membres du Comité de 
Vinternat, etc., étudient — A la suite d’une série de reportages 4 Paris, 
en province et a l’étranger, sur laquelle s’ouvre la revue — les condi- 
tions de fonctionnement actuel des hépitaux sur tous les plans. 
Le systéme francais est également comparé 4 celui des nations 
comme ]’Angleterre, les Etats-Unis, 1’7URSS, etc. 


LIVRES REGUS 


A. H. Mehler. — Introduction to enzymology. 1 vol., 425 p., Academic 
Press Inc., New York, 1957. Prix : $ 10,80. 


La question des enzymes a pris au cours de ces derniéres années une 
telle extension et une telle importance qu’elle est devenue, non plus 
une discipline particuliére, mais un élément important pour 1’étude 
de maintes autres disciplines. Le présent volume tire son origine d’un 
cours que l’auteur a fait aux National Institutes of Health. Il a pour 
but d’initier le lecteur 4 la question, afin de lui permettre ensuite 
de développer ses connaissances dans ce domaine. I] passe en revue 
Vhydrolyse des peptides et des protéines, les fermentations, l’oxydation 
biologique, puis les sucres et leurs dérivés, les polynucléotides et leurs 
constituants, les acides aminés et enfin la question des enzymes adap- 
tatifs et de la synthése des protéines. 

[sl ae. 


Conférence africaine sur la bilharziose. Rapport. Organisation mondiale 
de la Santé: Série de Rapports techniques, 1957, n° 139, 46 p. 
Prix : Fr. s. 1,—, 1/9, $ 0,30. 

Cette conférence, qui réunissait une trentaine d’experts internatio- 
naux, s’est tenue a Brazzaville en 1956. Les rapports sont divisés en 
5 chapitres : 1° Distribution actuelle de la bilharziose et de ses hédtes 
intermédiaires dans les territoires africains au sud du Sahara. 2° Impor- 
lance de la bilharziose du point de vue de la santé publique. 38° Fac- 
teurs influencant 1l’épidémiologie de la bilharziose. 4° Méthodes de 
lutte. 5° Coordination internationale de la lutte contre la bilharziose et 
des recherches ; échange d’informations ; formation du _ personnel. 
Parmi Jes annexes signalons: sensibilité de certaines souches afri- 
caines et européennes de planorbinés et de bulinés élevées en labora- 
toire, 4 certaines especes de schistosomes de mammiféres africains. 


Distribution de Ja bilharziose humaine en Afrique. 
L. Le M. 
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